
Di r ecci ó n:Di r ecci ó n:  Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :Co nta cto :  digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

Purificación y caracterización delPurificación y caracterización del
virus de la fiebre aftosa obtenidovirus de la fiebre aftosa obtenido

por el método Frenkelpor el método Frenkel

Palma, Eduardo Lucio

1975

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Químicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:
Palma, Eduardo Lucio. (1975). Purificación y caracterización del virus de la fiebre aftosa
obtenido por el método Frenkel. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1492_Palma.pdf

Cita tipo Chicago:
Palma, Eduardo Lucio. "Purificación y caracterización del virus de la fiebre aftosa obtenido por el
método Frenkel". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires. 1975. http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1492_Palma.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1492_Palma.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1492_Palma.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


‘<v

’\_\

UNIVERSIDAD NACIONAL DE BUENOS AIRES
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DEL VIRUS

DE LA FIEBRE AFTOSA

OBTENIDO POR EL METODO FRENKEL

EDUARDO LUCIO PALMA

TESIS PARA OPTAR AL TITULO

DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICAS

BUENOS AIRES
1975







¿marme'JECIMIs-mïgg

Al Or. Osvaldo A. Peso,por haberme sugerido el tema de este

trabajo permitiendomeiniciar en la investigación de los virus,

por su dirección v consejos durante la realización del mismo.

A la Lic. Beatriz Gimenez, por su colaboración inupreciable
durante su realización.

A1 Dr. Cesar Vasquez, por su ayuda en la realización e inter

pretación de las micrografïas electrónicas que se muestran en
esta tesis.

A mis compañeros del Centro do Investigaciones Microbiológicas,

quienes con su aliento y amistad han contribuido para el desarrollo

de esta investigación.

A todos aquellos que de una u otra manera contribuyeron para

que este trabajo pudiera llevarse a cabo.



¿NM

Abroviaturcs

CAPITULO I

INTRODUCCION

Reseña histórica y gonorclidadcs sobro lc Fiobro Aftosa
Taxonomíadcl virus cftoso

Mítodos dc producción dcl virus aftoso

a) Producción "in vivo"

b) Producción "in vitro"

Propiodcdos biológicas dol virus aftoso

a) Infoctividccl

b) Ensayo do placas

c) Inmunología dul virus aftoso

d) Antígonos ¿ol virus aftoso

Efocto dc reactivos físicos y químicos sobre ol virión

Propiodcdosfisicoquíniccs dcl virus aftoso

a) Propiodados del virión

b) Propiodados del ácido nucloico

c) Propiodados do las protoinas

Morfología del virus aftoso
Roplicación dol virus aftoso

a) Ciclo do crocimiontc

b) Síntosis dc ARNviral

c) Síntosis do proteínas virzlosW
l. Copasdo virus utilizadas

2. Adaptación y multiplicación dol virus

3. Técnicas onploadds para la purificación del virus aftoso
3.1. Concentración dol virus aftoso

3.2. Tratamionto con solventos orgánicos

3.3 Fraccionanionto por columna do Sopharosa 2 B

3.4 Ultracontrifugación on cloruro dc cosio

mmmdm

lO

lO

lO

lO

10

13

15

15

16

16

18

19

119

20

21

22

22

23

23

24

25

25

-1



3.5 Ultraccntrifugación a través de anlvcntcs orgánicos
3.6 Flotaciónrtn'clorúro dc cosio

3.7 UlbaOcntrifugación cn gradientes de sacar sa

4. Abnorción en c1 ultravinlcta

4.1 Curvas de absorción

4.2 Determinación dc los coeficientes de abSorción

4.3 Espectros de absorción

5. Ultracontrifugación añalitica
6. Microscopía electrónica

7. Elcctroforesis en gol de pcliacrilanida
8. Infecciosidad

9. Fijación de complemento

9.1 Innunosueros usados

9.2 TCcnica de fijación de complemento

10. Determinación de proteínas
11. Determinación de densidades

CAPITULOIII

RESULTADOS

A. Concentración por precipitación

a1 Precipitación con metanol o Con sulfato de amonio

a2 Precipitación por polietilcnglicol
bd v DosProteinizacióny chlipidización

b1 Tratanicnto con Solvcntcs ;rgánicos

b2 Concentraciónpor prciipitnciín con polietilenglicol
previa dosproteinización con cloroformo-butanol

C. Purificación por ultraccntrifugación o filtración por gel

cl Centrifugación a alta velocidad

C2 Fraccionamiento por filtración por gel dc Sopharosa 2B

c3 Ccntrifugación en gradiente do cloruro de ccsio
D. Obtención de virus purificado

leurificaciJn se ún el métodode Bachrach
d2 Purificación por centrifugación en gradientes lineales

de sacarosa;

pag.

25

26

27

27

27

28

28

29

29

29

30

31

31

31

37

37

38

38

42

43

43

47

47

48

55

63

63

67

-2



E. Pureza y caracterización dc las fracciones aisladas por
los métodos desarrollados

o1 Espectro de absorción en el ultravioleta del virus
aftuso purificade

g Ultracentrifugación analítica

e3 Microscopía electrónica
04 Centrifugación isepícnica en gradientes dc cloruro de

cesio

e Electroferesis en gel de poliacrilamida

06 Caracterización serológica de las diferentes fracciones
purificadas por les dos métodosdesarrollados

F. Heteregeneidaddel Virus aftosa purificade. Su caracteriza
ción

f1 Fracciones que difieren del virus aftose monodisperso en
su coeficiente de sedimentación

pag.

77

77

79

82

85

97

100

106

106

f Capacidadde infectar células por las fracciones de diferen2
tc Se

f3 Coeficientes dc extinción porcentual de las diferentes
fracciones

ff Microscopía electrónica de las fracci nes A'24

f5 Geeficicnte do sedimentación dc la fracción A'3

AIJ’3

f6 Caracterización Serelógica de las fracciones purificadas
de diferente coeficiente de sedimentación

CAPITULO IV

CONCLUSION

CAPITULO V

BIBLIOGRAFEA

108

108

111

lll

114

120

123



ABREVIATURAS
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CAPITULO I

Bassi-7A HI’RTORICI; Y GLN. R..-_LIDJ¡DZLSESQRQ__¿.__F_LEBR3 gra-sr.

Esta unfcrnsdad os cunooida desde tiempos rcnotus. Va.ios siglos antcs
dc Cristu cl ¿ricas íicroclcs, habla dc un u¿l an .1 ¿anadu quo ;o cs más

quc 1a Fi bro ¿ft.sa. Si¿lo tras si¿lo ¿randomandas infccciosas pr vcnicntcs

del dais, si¿unn las rutas p-ncrcialcs, Ü invaden ol territjiio Europeo

preducicndc fuer;os pérdidas an 01 ¿anadc. Taabión Fracastcrius (1) habla

do esta cnfcruudad ¿cr. ración cn c1 año 1514 Girclanu cn Italia la describe

uan bastantc precisión, y en nl añu 1897 se iduntifiua la fiobro aftusa co

mo causada 391 un virus (2).A

La Fic rc Aftusa no mubrc el Jundo sutura, sino que se halla concentra
da un dbtürfliü¿dus c:ntincntus y ¿fin duntru dc.fitcs sc la uncucntra un forza

cnzcotica, cn ciurtns z.nac dc las sismos, mientras quo utrus sc hallan li
bros ds olla, o sílu sc Vuh afcctadcn on f rna L5purádi0c. Las nudidas dc

lucha nan lugrads Cuntrularlu cn algúnos paísus ¡cdisntu una severa dctváo

logia. austrxlia, Japón, Cailín, se hallan libráïdc ella, hasta cl prascntc.
Las párdidcs counáuicas que esta cnfsrxcaad causa, en donde exista, y sobre

todo para las paísus cxpurtcdnrcs de carne, son cuantiusas; se la culculad;

que esta cnfcnuadad pucdu disninuir ¿n un 25%la pruducción dc earn; y lecho,

de los paísas donde cs endémica (3).

La ficbrc aftosa cs una enfcnncdad qu; ataca a lcs biunguladus o herbi

vorus do pszuña partida. Infocoiosa, cvnta¿iusa en alto ¿rad0, aguda y febril,

producida por un virus de ¿ran capacidad<L variación.

Clínicangntc sc carnet :iza por la formación dc vesículas o aftas, cro

sionos y úlccras supc*ficialas nn las Hucusasbucalcs, c pacios intardigita

los, r dctc Coronario y cpitclio dc la picl du los pezones y do la ubro,aun
/-\‘I,(no un animales enfermos cl virus sc puede dctnctar cn todos los ÓLQCROF

1

En los ¿ninalcs adult s, cs ¿un r lnon c benigna, pero adopta a voces

formas malignas, Gun .uortc por SÍnCOpCcardiaco, cspccialnnntu un lts anima

lcs jívcnos. Furnalncntc es de baja Acrtalidad, en general cn bovin.s alcan —

za un 5%, para dc clavada morbilidad y capacidad dc difusión.

nfcuta spacialmcntc a los bovinus, ovinos, porcinos y caprincs. Son



-6

ïanbién sonsiblcs nunorvsos herbivorcs salvajes o doncsticadcs (5). Diversas

espacios habitualmente no sensibles a la Fisbru ¿ft sa, pucdon no ubstanto

ser susceptiblps cn determinadas Candicicncs du inoculación, comoos cl caso

dal cobayo, lauchas lactantes, ¿azap s, ctc.

La transmisión del virus sa pruduu; prxncipalnvntu por al aniaal enfer

no, auranta lcs primary díaS'áo la infroción, y su diseminación por ¿cdio

dc las socrocionus o uxcrcciunas ¿sl uis:u(6). A pasar do la fácil inactiva

oión dsl virus aftvSU debido a sus pr picdadcs fisi0uquínisas sc ha ,‘scrva

du on saliva dc buvinus infcutadus uantsnida a 4°C que luces da una inactiva

ciSn dal 99%durantc lcs primeros 35 días, cl virus rcaancnts sra nás resis

tcnt; a la inactivacián (7). La diseminación se puedo prrducir también por:
la inphrtación dc ani alos un pic; luS alincntjs y furrajos; la migración de

aves y n“ deben descarta'so l»s animales nn dmaósticus un general, ol movi

nicntu do personas y vehículus, 0to..

Otra p-sibln vía de transnisifin son luS vacunas infuctaáus, cn lus qu; luogc

dc ¿asaparaccr lus síntcsas ¿o a onfcrnodad su pued; dgtcctar vi us aftoso

durante V3TiuS unscs; dupundiundo La duración «y la .wpaoic y da la 1.ca1i*

zacián dal virus (ganglios-médula) (8,9). Est s vhcunos son llamulos carricrs

o transpcr adnros.

a pcsar dc no habursc dptgctad. iquCÚión du buvinus suscsptiblps pur

pasibles transportaduras (10,11), hay cvidcncias a favor (12,13) y cn Contra

(14), de una uaJor suscaptibilidad a la infección en otras «apacics (pur

(¿enplo purcinos). El h cho de quu un aninal pu ¿a ser transpurtadur no depen

de do su pruvia iniunizacifin (15). La ¿vclunión d; la crsistcneia dc virus
cn animalcs transpurtad-ras _urantc 6 mesas uuntró un nodclo oscilants on ul

título del virus, nu cxplicablc p»r 1; pr scnoia da anticuerpus ni interferón
(16). Estu fenómenoos runinisccntc dal pr ducid p,r las partículas dcfcdti

vas intorfnrcntss del virus dc la influunza "in Vin" (17) o dcl virus do la
cstvnatitis vesicular in vitru' (18) entro otros.

El virus detectado cn traspsrtadorss presenta cambios on su virulencia

y antiáunicidad reapactu del iniciaLnontc infcctantc (19). Esta hecha junto
con la volccidad dcziutauión del virus aftmso (20) pu d; prlicar cn parta,
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las continuas aparicioncs cn ol caipu de nucvqs subtipis del virus aftuso.

Las distintas etapas cv lutivas ¿u ¿sta onforncdcd do nan¿rc ala a os

tán ru5idas p,r una cr nunatrí: 0x eta, sicnds núltiplus las fantvrus quo in
terviuncn y las hacen variar.

La aftosa cuaihnzu cun un puríud- de inaubcciSL quo dura nutre 2 y 5

días,;aguidu dc un cuipntu du la temperatura un sl aniual, aparición de an

poll s, ruptura de las Jisuas luuüu dc 2 a 72 haras dc su Apariciín, y go

naralizaoión pudal que pupdu pr dufiirsn entre las 48 y 72 horas.

f
L" CVUluCiónsn los cas s couunu33 varía entro lws 7 y 12 días dospuus

dc la apariuión de las aupollas (21).

TÁXOFOKIA DEL VIRÜS ¿FTUSO

La ubic¿ciCn taanúiioc ¿al virus aft sa según cl Cunitá PrbViSUriupara

la Kansnclaturc ¿o los Virus (1966) ruunidu cn H scú on diChu añu, es:

Subphylun z Ribovira

ClasJ. z Ribuoúbica

Orden : Gynnuviralus

Fmiilia z Nap.viri¿au

Sübfaiilia z Pinurnaviridao

Gén r” tipu : Pio rnnvirus

Espuuio tipo : Aphtac

Una prim rn car¿ctorizaciín del virus aftvSu lnuLfiniG 0:10 un virus

cvntoniondu ácido ribnnuclcicu, uszablc al trctcnivntu cun 5to., cun un diá

notro menor de 30 n; y 15bil a pH ácidos (ncnurcs du 5). Sin cnbardo, den

tro de usta dofinicifn, habría quo incluir utr s nicabr=s de los piuurnavirus,

cono ser ol virusdo la oxcxtgna vasicular (22), los rhincvirus (23) y los

picvrnavirus fmlinos (24), por lo qua fu; nuocsurio incluir car¿cterísti
cas murfulá¿iuas y fiSijQUÍliUGSÍIÚS precisas paru su dufiniuión. Sin gn

bcr¿;, una p;stcri;r clasificaciín, por cl ComitéIntgrnccinnal dc NJJCHCIC
tur" dc 1,5 virus un 1971 rucunoció tres gínorus cn la f nilin Picurncviridac:1..

Calioivárus, Rhinuvirus y Enter virus (25). 7sta clasificación incluyo dentro



del género Enterovirus a: palio virus, ocho virus, oqxsackin virus, ancora

latiucarditis, flünfiuvirus, naus-Blbcrfuld virus; dentro du los culicivirus
a: cxantuua vcsiculnr y piCurnuvirus felino, y duntr dolzaíncru Rhinovirus

a: virus aftusu, rinuvirus cquinu y rinovirus huianq.

Toniundoen cuenta 315 ns características fisicuquinicns Odio: densidad

buuyanto en olsruro dc cosio, estabilidad a diferentes pH, cunpusicién del

A.I viral, c;cfic'nnt¿s du sudinontación dc los viricncs y sus "RF, y morfo

1 gía al ¿icruscopio ¿luctrínion, sc ha prapuüstu dividir la fauilia Íioorna

virida; un 6 diferintus grup s (26), basada cn la subdivisión de los 3 rhi

npvixus y la divizión do lun untar virus en caudiovirus.

NETODQÉ_DE EfiHDUJCION QÉ_YIRUS AFTOSO

a) Producciín "in viv "

Du 195 diztint a nótndqs du pruduuuiín de vir s in viVu , ul que tuvo

mayoraccptacifin pur su aplicación industrial parL la fabricaqión du vncunus

fué al r aniontn del o itoliu linrual da bcvinus ruvinuhntg inf atadas 27 .LJ

Otsz animales comosor ratonhs lactantLS (26), pullos dc un día u cn

briCn d: pollo (29,30), cubrayus(31), conujos (32,33), 0to., han usef-Vs

comofuentu dc producción du virus, por. on la uayoría dc los cagas, con ol

objeto do ubtpnur virus z dificnág pnr. pr .ucir vacunas a virus vivo. La

infncoión de animales irrsdiad s porni¿i3 ubtuncr buenos rundiiiontos de

virus, ya quo p Gibilitó lazuultiplicación cn tod\s los órganvs (34,35).

b) P._r"¿cï_tl:>.c;én" 1.211?er

Lus prim rio cultivqs in vitro utilizadas para h proiucciín db virus

aftuau fu ran hachus nn pitl d; c bayo onbriunario (36) y cn suspensiones dc

piel, patas, labius y lengua du c.b yo (37).

ULadarivzoián del uétqdo de ubtcncifin dc virus ¿EHX¿1¿por cxtracción

del ¿pitoliq lingunl du buvinos infnctnd¿n fue ol métododc Frunkcl (38,39).

Dicho nótudn se han: cn la nultiplioaoión iE_vitru del virus vn fragnuntvs
dc cpitalio lingual bovino uantgnidus un suspensifin. Estp nét do ha sida cl

náia difundido pura la pruducoión du virus “un finus industrial s para la
«lab ración db vzcunan. “qt: tícnica ha -idu ox licada ¿n dut.llc en la socP
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ción Materiales y Métodos.

El cultivo en monocapade tejido primario de células de riñón de bovino o

de cerdo (40,41) fué utilizado fundamentalmentepara laIroducción de virus en

pequeñaescala o con el objeto de determinar titulos infectantes. La necesidad

del desarrollo de métodos de producción de mayores cantidades de virus, llevó a

los cultivos en frascos de Roux(42) o en frascos rotatorios (43,44). Sin embar

go, un aumentoen la densidad celular por superficie del frasco de cultivo (45,46)

y por ende en la producción de virus, se logró eon la utilización de lineas celu

lares de riñón de hamster (BHK21-elon 13) (47,48). Esta linea celular ha sido

adaptada al cultivo en suspensión (49) y es actualmente una de las más difundidas

para la producción de virus.

La facilidad de variación del virus aftoso en sus caracteristicas antigéni

cas o inmunológicas se manifiesta en el cultivo de virus en distintos tipos de

células provenientes de distintos órganos v/o especies animales, asi comoen el

número de pasajes en un mismosistema celular (50).

Virus modificados han sido obtenidos por multiplicación en ratón (51), cone

jo (32), embrión de pollo (52), o en cultivos celulares como:riñón de ternera

(53), riñón de perro (54), riñón de hamster (55,56), etc., dependiendo en algunos

casos del número de pasajes del virus en un determinado tipo de células.

Tales diferencias antigénicas o inmunológicas implican diferencias en sus

caracteristicas estructurales y fisic0quimicas de las proteinas del virus y/b de
su ácido nucleico.

De los métodos de producción de virus mencionados, aquellos que mantienen

mássemejantes las caracteristicas biológicas y estructurales del virus produci

do con el virus aislado en brotes infecciosos de vacunos en el camposon: a) el

de infección de bovinos sanos y posterior recolección del epitelio lingual in

fectado, (aunque este método impkica una posible via de disPersión y contamina

ción con virus) y b) su equivalente in vitro, es decir, cultivo del virus en e

pitelio lingual bovino oen sobrevivencia (método de Frenkel).
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PROPIEDADES BIOLOGICAS DEL VIRUS AFTOSO

a) Infectividad
La relación entre particulas virales y unidades formadoras de placas

(UFP),está comprendidaentre 100 y 2500 para el virus aftosa purificado,de

terminado en células BHK21; estos son valores mínimos debido a la pérdida

de infectividad, de particulas aparentementeintactas al microscopio electró
nico, por el tratamiento de purificación (57).

b) Ensalo de placas

La caracteristica de formar placas en cultivos celulares en monocapa,

se ha usado fundamentalmentepara la cuantificación y aislamiento de virus.

Permite diferenciar a la vez,en un mismosistema,distintas preparaciones ví

ricas, basandose en la morfología de las placas, tiempo de aparición de las

mismas, etc..

El método introducido por Dulbecco en 1952 (58), ha sido utiliÉado sa

ltisfactoriamente para distintos virus, sufriendo modificaciones según los
diferentes sistemas utilizados (59).

En el caso del virus aftoso, los ensayos de placas más comunmenteusados

se realizan en cultivos primarios de células de riñón de bovino o cerdo y en

células BBK21. La metodologia en tales sistemas ha sido ampliamente estudia

da ( 40,60,61,62,63,64 ) dándose una descripción detallada de la técnica en

Materiales y Métodos.

Aparte de la modificación en 1a estructura de las placas formadas por

las condiciones del ensayo ( temperatura de incubación, pH, composición del

medio de cultivo, tiempo de absorción, inmovilización por el agregado de agar,

etc.) se han detectado diferencias en la sensibilidad de las células por los

distintos tipos y subtipos del virus en el mismosistema celular. Algunas

cepas del virus aftoso se han mostrado menos patogónicas al ser ensayadas en

células de riñón de bovino que en riñón de cerdo (62). Por otra parte, dife

rentes tipos y subtipos del virus aftoso, mostraron placas de distinta morfo
logía en células de riñón de bovino (65).

c) Inmunología del virus aftoso
La diferenciación inmunológicadel virus aftoso se llevó a cabo princi
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palmente por test serológicos de fijación de complementoy seroneutralización por

test de inhibición de la hemoaglutinación pasiva (66). De ellos el másutilizado

fué el de fijación de complemento,permitiendo identificar elemó tipos inmunoló

gicos del virus aftoso: tipos A, 0 y C (67, 68) encontrados en América y Europa;

los tipos sul, 5.0.132,SAT3en Africa (69) y el tipo Asial (7o, 71). Dentro de
los tipos serológicos se han encontrado distintos subtipos, corre5pondiendo se

gún el informe de diciembre de 1971 del Centro Panamericano de Fiebre Aftosa:

tipo 0 Vallée, 11 subtipos; tipo A Vallée, 32 subtipos; tipo C Ualdmann, 5 subti

pos; tipo SATl, 7 subtipos; tipo SAT23 subtipos; tipo SAT, 4 ,subtipos; tipo3

Asial, 2 subtipos.

La reacción de fijación de complementofué primeramente usada para tipifiéar;

antisueros y virus aftoso proveniente de cobayos (72). Dicha técnica ha sufrido

distintas modificaciones, realizándose en ciertos casos 1a determinación enccon

diciones de exceso de antígeno de anticuerpos(73) o por las técnicas de titulación

bidimensional que utiliza cantidades constantes de complemento(74). En Materia

les y Métodos se da una descñpción detallada de esta técnica.

d) Antígenos del virus aftoso

Los diferentes tipos u sbbtipos serológicos presentan diferencias fisicoquí

micas y biológicas que los caracterizan. Entre las primeras, se detectaron di

ferencias en la movilidadelectroforética entre los distintos tipos y subtipos

del virus (75, 76). Se pudieron establecer relaciones entre la movilidad electro

forética y el tipo inmunológico, aunque no esté íntimamente relacionada con la

especificidad serológica (77). Tanto esta propiedad, comoel estudio de homolo

gías en secuencias de polinucleótidos (78) y pruebas de hibridización entre distin

tos tipos y subtipos inmunológicosy serológicos del virus aftoso (79) permitie

ron establecer relaciones filogenéticas entre los mismos.

La identificación y caracterización de los distintos antígenos del virus

aftoso se ha realizado por las técnicas de fijación de complementoutilizando

sueros específicos para los distintos antígenos (80, 81, 82, 83). Sin embargo,

los métodos utilizados más cómunmentepara tal caracterización son los de
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difusión en gel e inmunodifusión. Así han podido detectarse hasta el momento

por lo menos4 antígenos diferentes del virus aftoso. La partícula infecciosa

completa de 23 nmy coeficiente de sedimentación 140 S (84), la unidad morfo

lógica de 12 nmy coeficiente de sedimentación 12 S (85), el antígeno VIA

(virus infection-associated) (85,86,87), las"partículas vacías" identificadas

comocápsides vacíos de coeficiente de sedimentación 75 S (85,88,89) y por

último una proteina estructural del virus aftoso llamada VP4 (5 0)-o

La partícula infecciosa completa de 140 S, así comolas partículas va

cías reaccionan específicamente contra el antisuero homólogo(91,92), tenien

do ambas las mismaspropiedades antigénicas.

Por medio de 1a observación en el microscopio electrónico del complejo

virus-anticuerpo se han encontrado en principio, 3 sitios de combinacióncon

anticuerpos en la superficie de la partícula completa (93). Posteriormente

los mismosautores determinaron los sitios inmunogénicosdiferentes en 1a

superficie del virus, por mediodel efecto de la tripsina sobre el virión

(94). Unode ellos estaría relacionado con el proceso de absorción celular y

de producción de anticuerpos neutralizantes y el segundo sólo con la produc

ción de anticuerpos neutralizantes.

La unidad morfológica de coeficiente de sedimentación 12 S (95,96) y 12

nmde diámetro (97), no posee especificidad de tipo serológico ya que reaccio

na con antisueros heterotípicos (84,98,99). La unidad morfológica puede obte

nerse por diversos métodos, comoser ruptura del virión a pH 6,5 o calenta

miento a 56°C (100), o por tratamiento con guanidina 1,5 M (99);

Algunos investigadores sostienen que el antígeno VIAno es un componente

del virión sino una proteína sintetizada intracelularmente comoresultado de

la infección, teniendo probablemente actividad de ARNtranscriptasa (101,102)._

Posee un coeficiente de sedimentación l S (87) y es lábil al calor y a pHmeno

res de 5 (14); Sin embargo, actualmente hay evidencias para suponer que el an

tígeno VIAno sea una ARNtranscriptasa sino una proteína enñructural del virus

aftoso, llamada VP4 (98,90). Ambosgrupos de investigadores coinciden en

que el antígeno VIAy/b VïP4 da reacciones de fijación de complementoy de

precipitación positivas, frente a antisueros heterotípicos (87,98) aunqueen
forma diferente a la unidad morfológica 12 S (90).



¡i135

La presencia del antígeno VIA(VP4), produjo dos efectos contrarios,

relacionados con la identificación y tipificación del virus aftoso. Unaocn

secuencia positiva,fué el desarrollo de test de precipitación en agar para

1a detección de anticuerpos específicos contra el antígeno VIA.(103) útil,

para la identificación epizotiológica del virus. Por otra parte, la presencia
de antígenos que reaccionan heterotipicamente (partículas 12 S, antígeno VIA

y/o VP4)interfieren los test de tipificación. Sin embargo,debido a la dife
rente reactividad comparadacon el virión, se puede disminuir este efecto

usandoaltas diluciones de antisusro, o realizando los test de fijación de

complemento a 37°C durante una hora (104, 74).

Los cápsides vacíos (sin ARN)de coeficiente de sedimentación +58, po

seen las mismaspropiedades antigénicas del virion (91,92). Se caracterizan

por ser permeables al colorante en la observación al microscopio electrónico

(89), poseer una densidad de 1,31 g/ml y por ser estables en tampónfosfato

0,04MpH 6 (14). Además,enreacciones de precipitación en gel coloreadas con

naranja de acridina, sólo el virión tomoel colorante, mientras que la par

tícula de 128, el antígeno VIA(VP4) y los cápsides vacios, no lo hicieron,

indicando ausencia o un muybajo contenido en ARN(105). Recientemente se ha

identificado una fracción del mismocoeficiente de sedimentación, durante la

purificación del virus aftoso conteniendo ARN(106).

La formación de cápsides vacios, estaría íntimamente relacionada con el

proceso de infección, posiblemente debido a una deficiencia en la producción

de ARN(14). Depende además, del sistema celular utilizado y del tipo inmune?

lógico del virus aftoso, ya que la frecuencia de aparición en células BBK21

para el tipo A, es mayor que para el tipo 0 o el tipo C (14,89).

EFECTO DE REACTIVOS FISICQEÍY QUIMICOS SOBRE EL VIRION.

Dentro de los Picornavirus, el virus aftoso es el más lábil a la acidez

(26). En soluciones isotónicas es estable en el rango de pH 7,0-7,5, menos

estable entre pH 8-9, e inestable a pHmenores que 6,5 y mayores de 9 (14).

La estabilidad a distintos pHdepende de la fuerza iónica, habiendo una rela

ción inversa entro ambos, ya que se puede lograr estabilizar el virus a pH
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ícid s y baja fu rza ióniuc, dhpsndi nda las VClJrgS¿s1 punto i8uolíotrico

d .1 virus (107).

L: estabilidad al 0:1 r ha Sidv utilizada Guüuorithriv difurhnoial

¿ntrs distintvs tipos y subtipus Sur légiCcS dvl virus CftuSO, Esta varía

suaún “1 núnsro ds pasaj s un cultiva ds tújidu (108). Cuivas ds inactiva

ción a SSïC y 6170 para la capa A119, muestran Jn rápida insctivnción si

guivndo una oinítica ds prinsr »rd¿n, quuünndudespués una fracción ds virus

r manantsnís rssistsnts a la inactivación (109, 110). Ests nisno cfoct: so
obscrvfi cun la inactiv10i6n par 1: acidvz. La “stzbilidzd al szlcr por c1

ARNviral purificada, así cono las curvas du estabilidad a la t npurctura

¿o uutnntcs sensibles y rssistcntvs a la tsupurctura, indicaron qu“ la ¿s

tzbili ¿d está rslnsi nada adn s1 oápsidu pr tsiWu (111,112)

La ¿stábilida‘ a1 can¿.lcuicntu y ¿sscongslnnisnto Su incrsnhnta un so

luci nss de alt: fusrza íSnica, u cn ttnpunos de f fifñtv, tris, glicins,
EDTA,o por el aunLnto dc la viscosidad o-n sanarihn, glissrul, gtc. (113).

En ¿Lnsr l, luS distintos uanpupstgs urgínicos qu. razoui nin con pro

tsínas, cfsctan la ustcbilidïd dsl virus. Mushlsdu ¿stvs rszctivLs su han

utilizado con ul cbj to dv inactivar pl virus par la producción ¿s v cunas.

Las más cánunnsntu utiliznd s s n: f rnsldshidu (114,119, 11k), óxidu ds uti

lcno (117, 118), gliuwraldshidu (119), prupiulnctoni y luz ultraviu1.tz
(120), acotil-stilpninint (120, 121, 122), hidroxilanins (123), ct-..

El virus nftuso,0onu “tres Pioornnvirus, no us inactiv1do por 5tur,

Clwrufürüu, n-butnn a? .otsnol o tulusnc (121, 57, 124), ni pur duturguntcs
iónicos o no iónicHs (125, 126), flu-ronrbunos, ctc..

Pur otr¿ parts, os ssnsiblo a ¿nzinas pr tcilíticas, hpcho qu“ tambián

sc “bssrva can algun s rhinovirus (127). La amoifn dv la tripsini a sido

una dc las más ¿studicdas, y su ¿fvot , ustnrí: relacionzda Gunla rsnoción

dv pulipíptidss ds carnetsrístiCñs innuncgínioas, rssponsablus adsnás du la

aberciGn del virus a las cClulis (128, 129). Uh: Cun5ucusncic¿pl ¿fu to

dv la tripsinn soria tcabiCn, 1¿ disminución un la ¿unsidad dsl virus.
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Lduuásdb la acción dul calor sobre ol virus aftosa, otros agsntcs físi

cos tiunun puiar inzctivnntv Subro al mismo. La inactivación por radiación

I.JÏ, produce curvas ¿o inactivaoión ¿a primsr nrásn (130, 131). Pur otra

part“, la fut inactivnción, os aunsntada por la pr sonoia de cul-rantss co

nu rojo nsutro, azul dv toluidina, azul do notilunu, etc. (132). La inacti

vnciGncon luz ultravioleta, produc; altoraoiunos un ¿l AsNviral, sin alt 

rar la an,igvnicidad ni la capacidad LCabsnrvnrsc a células suscuptiblss

(128).

PROPIEDADES__FISICOQUÏQEICAS D_E_L_v_I_RUs¿Em-so

a) Prupisdadvs dvl viri'n

El virus aftosa purifi ado, presenta al sor ubssrvadu al nicr acopio

¿lectrónioo por tinción-nsgativa cun CÚOtfltude ursnilo o ácido f sf túngs

tio: un diáintru dc 23 t 2 nn 12 133 7 . El usb molecular dul virus9 i 7

aftosv fué dutprninndu teniendo un cuanta ol valur dcl c cficicntc d; seái

pcntación del virión, y la composicióny pesos nolccularcs del ácido ribonu
. . . 6clcico y pr tuínas qu“ lu constituyen. D16un vclur proacdio de 6,, + 0,6 x10

daltcns (134, 135).

El coaficiuntu de sodiasntación ¿ol virus ¿ft so ncnudispsrso, dctcrui—

.nadu pur ultrQCuntrifugaciJn analítica ss de 141: 78 y la dunsidad bouyanto
pronsdio un cloruro de casio os do 1,43 g/hl (14). Esto val r corruspondc a

uno du lns más altos dentro do los Pic rnavirus sicndo sólo superado pqr

rhinovirus equino d - 1,45 g/bl (26).

Difernntss svrutipos ¿ul virus aftuso difiursn un su dpnsidad, vzriandu
t . .. , . ' - .\ "ustn untrs 1,42 g/ul y 1,44 5/11 (26). Sin “Abcrgu, «o han rupurtagu valurss

¿u densidad para gl virus “ntru 1,42 ü/nl y 1,51 gfiil (135, 136, 137, 138),

sipndu cxplicablss estas difprvncics par 91 auusntu du densidad prwduoido

pur centrífu,ácionss un cloruru du CvSiUdurantv un larga pcríudu de tismpo

(138).

a oonpssi,i5n química del virus aftosa es de 31%du ARNy 69%do pru

tcína. Su cspuotru de absorción en ulgpltraviolctn prsscnta un máximoa 259

nn y un mínima a 239 nn, sivndo su UÚCfiCiCntv¿u ¿xtinoión porcsntunl do

76 1 7 (57).
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b) Propindadcs del ácido ngglpico

El ARNdel virus flftüSu tivnc un cncfioivntv dv sedimentación dc 358 cn

condiciones nativas (139, 140, 26) y do 17 S cuandu está dosnaturnlizcdo con

formaldehído (141). La longitud d; in cadena ha side cstinadn un 2,2 un por
obsbthción al fliCrUSCopiO¿lvctróniou (142) y su pego nuluculnr ¿ntru 2 y

4 x 106 ncltons. Su densidad buu anto un cloruru dq cpsio sp ustinó un 1,7

afial. Ls composición¿u bases para distintos tip s y subtipus innunulógic s
¿V1 virus aftpso, dió un chntunidu un ¿ucnina-oitosina dc un 52%, siundo bu

tc valor cl más altn ¿ntrp los Pi -rnavirus (139, 141, 143, 57, 26, 144).

El csp¿ctrn de absñrcián un L1 ultruvi lata del ARNextraído con f¿nol,

prhscnts un máximodc absorción a 258 nn y un mínimo a 230 nn, siendo :1 va

lor de su ouoficicnfp dc uztinción porc¿ntual do 220 (57).

c) Propivdcios de las Brutuí aa

Las pr tcínas del virus ¿ft so un a f-rna dc cápsidcs vacíos y unidades

norfológic:s 12 S, han sido dgscriptna un la sección "Antígcnos", por lo que

aquí sc indicarán las carzctorísticas aún no adici.nndzs.

La d¿nsídïd b uyantu ¿n olururu de CbSlu dwl cápsido vacío us de 1,31

5/51 (85). Su osp;ctro dv absprción nl ultraviolpta, prvsont: un níxinu a 276

nn y un :íninu a 250 nn, niuntras que el valur ¿bl c-Uficiuntu dc extinción

erCJntual cs do ll, 1 (145).

La dctqrninaoión du ln Coupusición cn aminoícidos para las cvpns A 119

O9y C3 purnitió ¿stszVCUr difurvncins significïtivzs entre las dianas. Do
la mismananor , al comparar la cepa con ¿ifpruntn núu¿ru de passage cnA

119
cClulas de riñón du buvino Su .btuvivron Cifgrvncias en la proporción dq gli

cinc, triptufano y tirosina. Tales difpronoins Su puflibron rulaci nar con la

distinta virulonuic, movilidad ulvctruforïticn y touporatura db ¿“gradcción
(146, 145)

El núnuro d¿ polipáptidos estructuralos ¿ul virus aftoso ha sido tuna-do

contronrsia untru distintos grupos do invcstigadmrps. Los distintos rusult1
dos “btvnidcs, Su han debido principalmente a los difuruntps nCtudcs utilizados
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para la ubncncióndc.1as prctcinas dcl virus, csi 0.30 las difcrcntcs condi

cioncs cn quc sc rcclizarvn las clcctrwfcrcsis un ¿cl dc pcliscrilcxidc pc
rn su rcsolución.

Inicialmentc sc rcpurtó que c1 cápsidc dcl virus cftns: “staba consti

tuido pur un solo pulipóptidc. Estc rcsultndu sc btuvo por la utilización

dc goles dc ac;ilanidn 6%Ccntcnicndc 0,1% dc DSS, o cn prcscncic dv urca

8 M cn c1 gul y ncrcwptoctnnol 4 M. a utilización dc urcc sin ncrcnptvctn

n01, o la mayor concentr ción dc acrilamida ¿n c1 ¿01, dió origen n varias

band s (147).

Sin embargo, otro grupu dc inVcsti¡c¿ürcs rcpartabt 6 polipéptidos cs

tructuralcs p¿ra cl virus aft sc (148), Por la acción dc tripsina spbrc cl

virïón, sc renuvín uno dc lus sois pulipéptidos. Expcricncics calizadzs cu.

c1 virus tra ado cun la enzima, indicaron quc csc pclipéptido estaba rclacio—
nado con la actividad inuunizantoyrcuicl Prvcpfludc ads rción a las células.

E1 aislanicnto dc distin as fraccioncs prutpicas por dugrndación par

cial ¿c1 virus Pur ¿fcctc ¿cl pH, temperatura y acción dc urcc 8 M; así como

lc dctcrninación dc lbs aminoácidcs N-tcrminnlcs de las nica s, indicó por

lo ncnus, trcs pclipíptidos ¿structuralss dcl virus aftuso (149).

Pvr otra parts, cxpcricncins rcalizadas con cápsidcs vacíos, así como

con prJtcínas dcsnnturalizcdas ¿cl virión, prudujcrcn x.nalgunos cas s, al

ser analizadas cn gclcs dc poliscrilmnidc, agrcgadvs nolcculcrcs (150) o

dcsdobltnicntus dv polipáptidos cn ctrus (114). Sin cabcrul, tcnicndu un

cucnta tudos cstos factorcs sc pucdc euLcluir quc cl virus aftQSa, tiund cn

su “structurz‘. c1tr.. 4 y 6 pulipópiidos (151, 152, 9o, 153).

E1 modulo propucsto dc 4 polipóptiCcs, Coincidc concl hallado cn la na

yorí: dc l-s pic rncvirus (116). La dctcrninnción do los pcs.s nclccularcs

ds los uisnus, indidfis VP1= 34000, VPQQ30000; VP3= 26000 y VP4: 13500, ha

11¿.d sc cn la rclcción l:1:1:0,5 rcspuctivaacntc (151). La función dc to
dos los polipCptidcs no sc cunocc,pcro so dctcrninó que VP2cs c1 pulipópti

du rcnovido por tripsina y quc VP4¿a reaccionus di.f1jgcijn ¿b complgnonto;

punitivns Chéanjiíg;3:}3h,tcrotípicos (90).
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La determinación du los aminoácidos C-turninalus ¿u los polipóptidos

mayorps indicó para VPl: sor-glu; para VP2; lvurglu y para VP3glu-ala-lvu

(16).

MORFOLOGIA DEL vrggs AFTOSO

El virión du 23 t 2 nn du diámetro, está cvnstituído p»r una cadena du
ARNy 01 cápsidu protuic . Dicho cápsidp cstí furncdo por unidsdcs norfuló

¿ioas muyCompactauuntpunidas, 10 quw a hccho dificultusn la duturninación

pur nlcruscopía ¿luctrónica Gol núnuru d“ unidades nerongicnc quv lu Guns

tituypn (97). No 0xist0 actunlnvntv coincidvncin acero: d;1 tamaño y 000Íi—

cihntc do sodimvntáciín du 119 unid dos norfológic.s. Inicialnvnte por obser

vación al nicruscupio “luctrónicc, nu er-rtó su ¿iónitro camudv 7-8 nn

(124, 133) y más ruciuntvupnto 0030 dc 12 n: (97); y 01 valurcïl o cficiuntc

du sodinuntacián Cunaa“ 12s 0 14s (96, 137). qu co-cuntrifu¿:ci6n ¿0 las

unidades nurfológicas ¿01 virus dVlc ¿nccfclonioczrditis( 145) y dul virus

aftoso, rato uutu último por trntünicntu con tampónfosfato du audio 0,05 M

a pH 6,5; se “bsorvarun difvrxnciws 0n lis VulUCidCdusdu spdinuntación dm

amb.s, c\rr¿sp0ndiíndulp a la unidad norfolígic: dgl virus aftosa un valur

du scdinuntcción de 12_S (152).

Su calculó ¿l p0s. rolvculur du la unidad nurf0165iua, por dwtgrninación

dc su conficimntv d; agdinvnttoión y consttntv du difusión, un 289000 0

282000dalt0ns (153m, 143), nipntrns qu0 por “lpctruf.rusis 0n gul do pulic

crilanidc un 265000dnltons (152).

Uh prinur intvnto un dgtunninar l: morfología dpl virus, indiuó sinutría

icosahídrica y quu ¿staba ocn tituïdo por 32 unidades nurfulógicas (154).
Sin embarao rgcicntpnuntu han sidd rn uustas dusznod01,s cr: 01 virus.7 PP P

aftuso (152, 97).

El pringro su basS un la duturninación del núnuru dc polipCptidos estruc

turclus y sus p050snolacularcs, por clvctrofurcsis un poliacrilxnida; la du
tcrninación d01 puso JleCUlCr ¿01 ARNy ol ¿fpctg du la tripsina s bra las

palipíptidus. T\.ni0nd0 un cuvntc estas d:.t0s,8}f'.__í<;’ÍTiï‘-01vaig-001m dr; la uni

dad unrfológica, y la vstructure dul virus Mtus-Elbcrfold y d; ¿Igunos rine
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virus (155, 156, 157), se propuso para el virus afVosouna estructura icosahédrica,

compuesta por 20 unidades morfológicas de coeficiente de sedimentación 12s. Según

este modelo, cada unidad estaria formada por ca ntidades equimoleculares de los

polipóptidos VPl, VP2, VP3y los vértices del icosahedrón por el polipéptido

v1>4(152).

El segundo modelo propuesto GW),se basó en 1a observación alïmicr05copio

electrónico por tinción negativa, del númerode unidades morfológicas y morfolo

gía de las mismas. Por ruptura del virión se obtuvieron 12 unidades morfológicas
de 12 nmcada una (128-148) de estructura pentagonal. Cada pentámero estaria ;

constituido por 5 protómeros, teniéndose entonces el virus aftoso 60 protómeros

que darían cuenta de su estructura icosahédrica. Este modeloes igual al pr0pues

to para otros picornavirus (155, 156, 157).

REPLICACIOH DEL UIRUS AFTOSO

a) Ciclo de crecimiento:

El tiempo de replicación viral varia considerablemente dependiendo del tipo

de virus, de la célula huésped, del estado nutricional de la célula, de la mul

tiplicidad de 1a infección y de las condiciones de infección (pH, medio de culti

vo, temperatura, etc. (158)).

El primer paso de la infección de células por el virus aftoso es la

adsorción a receptores especificos a los que fueron determinados entre 30 y 100

por virus (14). El tratamiento del virus con tripsina afecta polipéptidos requeri

dos para la adsorción (129). La adsorción es favorecida por la presencia de catio

nes divalentes (159) y es dependiente de la temperatura (160). El tratamiento

con EDTAdel virus adsorbido a 4°C 1a libera de las células sin afectar a éstas

últimas (159), no siendo liberado si la temperatura se eleva, ya que ocurre la

penetración del mismoa la célula. Este fenómenoes fuertemente dependiente de

1a temperatura, siguiendo una cinética de primer orden, ya que se infectan más

del 90%de las células en 3 minutos a 37°C, mientras que debajo de 15°C la pene

tración es nula (160).

Luego de la penetración, hay un periodo de latencia, estimado entre
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100 y 110 minutos para células de riñón de bovino infectadas, hasta la detec

ción de la progenie viral intracelularmente (161). La detección estracelular

del virus comienza a los 150 minutos y coincide con la finalización de la fase

logaritmica, a partir de entonces disminuyela velocidad de sintesis y se alcanza

el máximode producción viral entre 4,5 y 5 horas (162).

b) Sintesis de ARNviral

Estudios de las especies de ARNe5pecificos de virus sintetizados intrace

lularmente, han indicado por lo menos3 ó 4 especies diferentes de ácidos nu

cleicos (163, 140).Por utilización de actinomicina D en concentraciones no mayo

res de 10 ug/ml y de uridina radioactiva, se obtuvieron los ARNespecificos del

virus marcados los que se analizaron por centrifugación en gradientes de sacarosa

o por electroforesis en geles de agarosa (163, 164). Asi, se pudieron identifi

car? una fracción de 37S, heterogénea, sensible a la ribon¿cleasa; una fracción

208, resistente a la ribcnucleasa ; una fracción 20-375, parcialmente resistente

a la ribonucleasa y una fracción de coeficiente de sedimentación menor de 20 S.

La heterogeneidad de 1a fracción 378 de ARNintracelular, comparada con el ARN355

del virión, asi comoestudios de complementaridad de bases, permitió pensar en

un modelo de ARNcircular durante el proceso de replicación (14).

El ásïamiento de la ARNpolimerasa durante las primeras horas de infección

(165) y la determinación de su actividad comoun comfiejo soluble con el ácido

nucleico permitió el estudio de la sintesis del ARNviral in vitro. Se identifi

caron las fracciones de 378, 205 de doble cadena y las heterogéneas entre CDy

375. La fracción 208 consistiría en la forma replicativa, mientras que la frac

ción 205-373serian intermediarios de la replicación. Se identificó también una

fracción heterogénea entre 100 S y 300 S, que serian intermediarios en la sinte

sis del ARN37S y que conástiria en un complejo eormado por la ARNpolimerasa y

el intermediario replicativo (166). Por pruebas de hibridización realizadas con

los productos obtenidos in vitro, se concluyó que las especies de ARNsinteriza

das eran del mismo signo del virión, comportándose comoARNmensajeros (167).

Por otra parte, recientemente se reportó la existencia en el virión

de una proteina con actividad de ADNpolimerasa dependiente de ARN, que
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sinoctizaría ADNutilizandu Cuna tcnplcdu el ARNdel virión (168). Esto rc

sultadc aún no ha sido Confirzndn por vtsz grupas dc invcstigación.

c) Síntesis dc Érwtcínae virnlcs

Durante cl ciclc dc infccción, sc dotactarcn trcc picos dc síntcsis pra

tciCI. Dc “llos c1 prticro ocurriría a los 60 minutos, scría inhibid, pxr

guanidina y estaría rclncionad” ccn la síntcsis dc n ARNpulinorasa. El últi

mode los ¿icos dc síntcais estaria rclncioncdc an cl phricdu dc maduración

dcl virus (169).

C<noconsccucncia dc a infccción con cl virus, sc cbscrví un: rípidc

inhibición cn la síntesis dc pr tcínts dc a célula huéspcd (169, 170). La

inhibición por cl virus cn la síntcsis del ARNoclular pcrncc ser 355 rápida

quc la pr tci01,y a nivcl dc la nctilacién dcl ARNnuclccr. L'stc produciría

la inhibición dc l: f rnación dc lufl prccurs«rcs ribUSSDinS nuclczrcs, own-H

sccucntcucntc dc les ribVScngs y dc la síntusis pr tcica (171, 170). La

distintzs espacios pr tpicifl idcntificndas hasta ahora, han Sid) ¿“scriptaa
on dctzllc cn ln succián Hurfolcg c dcl virus.
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CAPITULO II

MATERIALES Y HETODOSMunt-Io...
1) VIRUS UTILIZADOS

Se emplearonindistintamente cepas pertenecientes a los tres tipos seroló

gicos presentes en el pais. Del tipo O, el subtipo 01, del tipo A el subtipo

A25y del tipo C el subtipo C1. Todos ellos cedidos por Selsa (Servicio de Lu
chas Sanitarias, Rep. Argentina) en forma de epitelio lingual bovino infeccioso.

2) ADAPTACIÓN Y MULTIPLICACION DEL VIRUS

Previo clonado tres veces en cultivo de células BHK21 en monocapa, median

te la técnica de Dulbeco (58) el virus multiplicado en las mismascélulas fué

adaptado al cultivo en epitelio lingual bovino en sobreviVEncia mediante la

técnica de Petermann (172). Esto se logró en la mayor parte de los casos al

cabo de 5 ó 6 pasajes. Los virus adaptados fuerOn cultivados en tanques (des

criptos por Frenkel (38)) empleandoel medio de Baker (173) y epitelio lingual

bovino en 1a relación 5/1 p/p. La esterilidad del cultivo fue mantenida por el

agregado de penicilina, estreptomicina y cloramfenicol y controlada durante todo

el proceso de la producción. La temperatura de incubación fue de 37°C y los

tiempos variables para cada subtipo de virus pero nunca mayores a las 22 hs.. La

oxigenación del cultivo fue mantenida por burbujeo de oxigeno medicinal durante

todo el proceso (38). Cada lote de producción era de 30 litros y el número de

pasajes de virus en cultivo se mantuvoentre 7 y 13 tratando de no sobrepasar

este último valor para evitar que sc establederan mutantes serológicos distintos

al virus bovino original.

A1 final del tiempo de incubación, el tanque de producción fué rápidamente

enfriado a 6°C, se suspendió la agitación del mismo, se separó el liquido

sobrenadante que se centrifugó por una centrífuga Sharples a 25.000 RPMy luego

se filtró por placas Seitz EKSen un filtro de placas. Todas estas operaciones

se realizaron en cámara fria a 4-6°C. Debemosaclarar que nuestros primeros

intentos fueron realizados con un material distinto. En efecto, se trabajó

con uno obtenido por extracción del epitelio cultivado con el sobrenadante

del mismo cultivo y el material asi obtenido luego de una centrífu
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gación, era sometido a las restantes operaciones descriptas. Sin embargo, el

producto ;o¿rado era de tal complejidad,por la cantidad de proteína extraña
incorporada, Que la tarea se hacía improba, además de perder en algunas eta

pas de la purificación gran cantidad de virus. Esto nos llevó a trabajar só
lo con el sobrenadante del cultivo Frenkel. Nodescartamos la posibilidad de
estudiar en el futuro virus intracelular.

El material filtrado a través de las placas EKSconstituyó el llamado

virus crudo o de partida.

3) TECNICAS EHPLÉADAS P_A_ii¿¿_I¿A_.PUHIFI.;ACION DEL VIRUS AFTOSO

l. Se emplearon fundamentalmente los métodos utilizados por Bachrach y col.
(57) y Browny col. (174), para la purificación del virus aftoso en cultivo

de tejido, con las modificaciones necesarias para adaptarlo al materialen es
tudio.

3.1. Qggggntración delirirgg_agtggg (Todas las operaciones de concentración

fueron realizadas a 4°C).

a) Precipitación con metanol

A 30 litros del virus crudo enfriado a 4°C se agregó lentamente y con

agitación 7,5 litros de metanol a la mismatemperatura. La suspensión alcohó

lica se dejó en reposo durante una noche a —12‘Ccon el objeto de completar

la precipitación.

El precipitado floculento, fué separado del e brenadante por centrífuga

ción en un centrífuga Sharples a 25.000 rpm. El flujo de pasaje a través de

la centrífuga se mantuvoentre 6 y 8 litros/hora, obteniéndose en esas condi
ciones un sobrenadante límpido.

El sobrenadante fué resuspendido y disgregado en tampón TE ( el volúmen

de resusPensión se indica en laadiferontes experiencias realizadas) por medio
de un homogeinizador Ultraturrax a 18000 rpm durante 2 minutos.

b) Precipitación con sulfato de amonio

A 30 litros de virus crudo se agregó lentamente y oon agitación 30 litros
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de solución saturada de sulfato de amonio en tampón fosfato de sodio 0,05 M

pH 7,5. La precipitación se completó por estacionamiento durante una noche

a: OOC.

Las condiciones de centrifugación y resuspensión son las mismas que en

la precipitación con metanol.

c)Pre ipitación con polietilenglicol.
A 3 litros de virus crudo a 460 se agregó lentamente y con agitación 560 m1

de un asolución de PEG 6000 al 50% en tampón TE. Luego de una noche a 0°C el

precipitado se separó por centrifugación a 4000 g durante 60 min. a 0°C. E1

precipitado se resuspendió en las condiciones ya mencionadas.

3.2 gratamigntos con solventes orgánicos

Egággenes iguales de suspensión de virus en TE y de la mezcla n butanol«
cloroformo (1/1 v/v) fueron mezclados por medio de un homogeinizador Ultra

turraz a 18000 rpm durante l min. Esto dió origen a una emulsión de asPecto
blanco lechoso.

La centrifu ación a 2000 rpm en el rotor_de la centrífuga International

PR-2 permitió la separación de tres fases. La inferior de butanol-cloroformo

(en 1a cual están disueltos principalmente lípidos y.1ipoproteínas); la in
termedia de material desnaturalizado por el tratamiento (principalmente pro

teínas) y la fase acuosa superior ligeramente opalescente que contenía el vi
rus.

Se separó la fase acuosa y se repitió el tratamiento hasta que práctica

mente no apareció material insoluble en la interfase que ocurrió generalmente
luego de tres tratamientaasucesivos.

A la fase así obtenida se le agregó un volumende arcton 113 (1,1 2- tri

fluor 1,2, 2-tricboro etano) y desproteinizó por apitación con un homogeini

zador Ultraturrax durante l min. La centrifugación en las condiciones mencio

nadas antes, permitió la separación do la fase acuosa superior que contenía

el virus. Este tratamiento se repitió hasta que no apareció material insoluble

en la fase orgánica (comúnmentedos tratamientos).

El líquido infeccioso así obtenido presmmábaun li¿ero color amarillen
to y ora traslúcido.
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3.3 Fraccionamiento por columna de sepbpgggfiLngï

La sepharosa 2 B permite ol fracciunamiento de partículas en un rango
5 7de pesos moleculares entre 1 I 10 y 4 I lO .

Previo a la preparación de la columna, la sepharosa 2 B fué lavada 2

veces con agua destilada y 5 veces con un volúmen de tampón TE. Los sucesi

vos lavados se hicieron por decantación con ol objeto de remover las partícu

las finas del gel. Se utilizó una columna de 80 cm de largo por 2,5 cmde diá

metro. El empaquetamiento del gel en la Columnase realizó en cámara fría a

4°C y por simple ¿ravitación.

Se hizo pasar tampónh a través de la columna durante una noche (4 6 5

volúmenes) determinándose el equilibrio de la sepharosa con el mismocuando

el líquido eluído tenía el mismo pH y absorción a 260 nm que el tampón TE.

Se agregaron 4,5 mldc virus en TE y se mantuvo un fluüo de 15 ml/bora.

Se recogieron fracciones de aproximadamente 3 ml cada una.

3.4 Ultracentrifiufiación_en cloruro dc cosio

Este método permite la concentración y purificación de virus en función

de la densidad de los dbtintos componentesde la muestra (57).

Se utilizó el rotor 30 de la ultracentrífuga Spinco L 2-50. Los tubos co
rrespondientes contenían 5 m1 .e la solución de cloruro do cesio en TE a los

quo se agreéó 30 ml de virus en TE.

Mediante diferentes ensayos en quo so varió la densidad de la solución

de cloruro de cesio y el tiempo de centiifu¿ación a 29003 rpm, se determinó
que las condiciones óptimas de centrifugación correspondían a una densidad de

1,44 g/ml de la solución de cloruro de cesio y 270 minutos de centrifugación.

Terminada la misma se recogieron fracciones de 0,5 ml cada una por goteo
al pinchar el fondo del tubo.

3 .5 21_t23¿69_njs.i.f_uea.c_i_6n_a352165....“ .se.l3_o..21¿_os_.or_aáni_<>os

Este métodoutilizado para la purificación del virus aftoso (57), consis
te en la ultracentrifu¿ación del virus parcialmente purificado, a través do
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una fase orLánica y su posterior fraccionamiento en una fase acuosa do clo

ruro de cesio en tampón TE.

Dos mezclas orgánicas fueron utilizadas, la de n-octanol-cloroformo y
la de dibutilftalato. Los resultados obtenidos con ambasmezclas orgánicas

fueron muy semejantes.

La densidad de la mezcla fuó¿genoralmente dell,03 g/ml, la que se obte

nía al mezclar n-octanol y eloroformo en las relaciones 68:32 v/v.

En un tubo del rotor SW39de 5 m1 de capacidad, se agregaron consecuti
vamente 0,7 m1 de solución de cloruro de cesio en tampón TE de densidad

1,43 g/ml, 1,1 ml de mezcla n-octanol-cloroformo (densidad: 1,03 g/ml) y

3,2 ml de suspensión de virus en tampón TE}

La centrífunación se realizó a 39000 rpm durante 210 minutos y a 4°C.

de temperatura. Nose utilizó freno para d.tener la centrifugación.

La banda de menor densidad ubicada en la zona de cloruro de cesio on

TEfuó separada a1 terminar la centrifugación, pinchando 01 fondo del tubo.

3-6 Flotctcióp_.eu_1°rusagc_c@2

Al material proveniente de la centrifugaeión a través de la fase orgá
nica, se aumento la densidad con solución de cloruro de cesio en TE (densi
dad 31,84 g/ml) hasta obtener la suspensión densidad: 1,6 g/ml.

Sobre el virus en cloruro de cesio a densidad 1,6 g/ml se agreaaron len

ta y consecutivamente con pipeta Pasteur y tocando la pared del tubo 1,5 nl

de cloruro de cesio en tampón TE de densidad 1,53 €/m1, l ml de cloruro de

cesio en TE densidad 1,35 L/ml y 0,5 ¿l de tampón TE.

La centrifugación se realizó a 37000 rpm en el rotor SW durante 180
39

minutos y a 4° C.

Terminada la misma, se separaron las bandas de menor densidad pipetean
do desde la parte superior del tubo.

El virus se dializó contra 200 volúmenes de tampón TE en cámara fría
durante una noche y con agitación.
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3.7 .ep.t.r._i.f2599.ïl_óp¿n..¿radianteaudg¿99559.83

a) Preparación del gradiente: En tubo del rotor 30 de la ultracentrífu¿a

Spinco L 2-50, luego del asregado de 1,5 ml de sacarosa 60%p/v en TE, se p1

petearon lentamente y por las paredes, consecutivamente 3,2 ml de sacarosa en

TE: 45%; 41,25%; 37,5;55 33,75%}; 307%; 26,25%; 22,513; 13,75%» y 15,6

La linealización del gradiente se logró o bien por.simp1e difusión a 4‘C

dejando el gradiente en repaso durante una noche o por centrifugación a 30006

rpm durante una hora.

- - ) aLa linealidad del mismose comprobopor determinación refracoometrica
de la densidad de diferentes fracciones.

Cuando se utilizó el rotorSN , el gradiente se formó de la mismaman ra
39

n Ñ 1u _ - ' . ‘que antes, pero manteniendo las relac1ones de volumenes en funoión de la capaoid

de los distintos tubos de centrífuga utilizados.

b) Centrifugación: El agregado de material a fraccionur se hizo por las

paredes del tubo, muylentamente de manera de no producir turbulencia.

Luego del a¿re¿ado del mismo (generalmente 3 ml para el rotor 30) la

centrífu¿ación se efeutuó a 29.000 rpm durante 180 minutos y a 4' C. Al fina

lizar la centrífu3301ón se coleccionaron fraccione. de 0,5 “l cada una pin
chando el fondo del tubo.

Las fracciones reunidas fuer n diluídas con un volumen de tampón TEy

luego dializadas contra 200 volúmenes del mismo tampón con agitación en cáma
ra fría durante una noche.

Cuandofué necesario el material dializado seconcentró por diálisis con

tra ÏEG2OOOOal 60%o por ultracentrifugación en el rotor 40 Sobre una capa

de l ml de solución de cloruro de cesio en TE (densidad: 1,6 g/ml) a 40000

rpm durante 120 minutos a 4' C. Esta última operación se realizó cuando las

fracciones seleccionadas iban a ser posteriormente analizadas por ultracsntri
fugación isopícnica en gradientes lineales de cloruro de cesio.

4-¿weonamemaracas
4-1 9_._urvas_.d.e.abaaraüa

Las diferentes curvas de absorción a 260 nmcorrespondientes a los dis
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tintos fraccionamientos realizados (cromatografía en ¿el de sepharosa, cen

trifugación en ¿radientes decloruro de cesio o sacarosa, etc.) fueron realiza
das en un eSpectrofotómetro Beckman; modelo DUé2.

Para ello alícuotas de las distintas fracciones (30 ul a 200 ul) depen
diendo este volumende la cantidad de material purificado ) se diluyeron con

0,8 ml de tampón fosfato 0,05 M, pH 7,5 y se-dcterminó la absorción a 260 nm
en microcubetas de cuarzo. Comoreferencia se utilizó agua destilada. Las
lecturas , en todos los casos fueron corregidas por diferencia entre los res
pectivos valores de absorción a esa longitud de onda respecto de los de su blan

co. Comoejemplo, en el caso de la centrifugación en gradientes de sacarosa,

el blanco consistió en reemplazar los 3 ml de material infec ioso por 3 m1

de tampón TE, el cual fué centrifugado y fraccionado simultáneamente con la

finestra, determinándose la curva de absorción a 260 nm.

4.2 QeterminagióQJie los_ggggicientes de extinción

m . . . . .ul coeficiente de ext1nc16n porcentual se calculó según 1a ecuación:
E 1% = D0259 '0

en donde E 1% es el coeficiente de extinción porcentual a 259 nm, D0 es la
2 " -. 2...1": . l _'.\ . l fl

absorbancia del virus a 259 nm deterninada en cubetas de 1‘cm de lado y*C
la concentración del virus e presada en 3/100 m1.

El virus originalmente en tampón TE fué dializado por una noche contra

200 volúmenes de tampón fosfato de sodio 0,05 M pH 7.5 conel objeto de elimi

nar el Tris y EDTaya que interfieren en la medida de 1a absorción a 259 nm

y en la determinación de 1a concentración proteica por ol método de Lowry.

Las correcciones por "light scattering" fueron hechas por extrapolación

de curvas (175).

4.3 Espggjrgs_de absorción

Fueron determinados en un espectrofotómetro Shimatzu modelo MPS-EOL.

antes de la determinación del eSpectro de ab801ción en el ultravioleta,
las muestras fueron dializadas durante una noche contra 200 volúmenes de



tampón fosfato do sodio 0,05 M pH 7,5 en cámara fría a 4°C.

En la cubeta de referencia se coloca el mismotampón. Los valores fueron

corregidos respecto a una curva de absorción base realizada con el tampón

fosfato en que se enconti'ba disuelto el virus.

5. ULTRHCEHPRIFU9¿CION AFALITIQÉ

Fué utilizada con el objeto de determinar la homogeneidadde las prepa

raci nes y el valor de los coeficientes de sedimentación.

Para ello, se utilizó una ultracentrífuga analítica Spinco modeloE ann
pada con sohlieren óptico.

La centrifugación se realizó a 25930 rpm en celdas de doble sector y a

90’” de +emperatura.

La muestra analizada (1-3 me de protefina/ml}estaba suspendida en tampón

TE y en la cubeta de referencia se colocó el mismo tampón.

El cálculo y valor de los coeficientes de sedimentación, se indica en la
sección"RESULTnDUS".

6. MIUR';_C_OPIA LLEÉRON;_(J_A_—-—._ . .—- .——_.. -0

Fuó realizada por el Dr. César Vásquez en la Facultad de Ciencias Médicas.

La tecnica utilizada consistió en la tinción negativa de las diferentes mues
. I

tras con acetato de uranilo al lp (97). Previamente sobre las grillas con mem

brana de carbón se hizo un spray del virus en tampón TBy luego su lo fijó
con tampónácido acético-acetato de amoniopH 5. Las características de la

microscopía se muestran al pie de las micro¿rafías.

7- EEF’C_1‘_R..0F0.RESIS.. 9_EL__D_2P_U.L.I¿¿e;«I..I.J.e¿Im

El virus purificado (A'3) y ssspendido en tampón TEfué centrifugado en el

rotor SW39a 39000 rpm durante 90 minutos.

El ¡recipitado se resuspendió en tampóntris-glicina 0,023 MpH8,6, urea

8 M y 2-mercaptoetanol 1%en un volumen tal que se tuviera una concentración

proteica de l mg/ml.
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Los geles de acrilamida fueron preparados de acuerdo al método de Davis

(176) con al¿unas modificaciones (148).

Se utilizó gel de poliacrilamida a1 7%y urea 8! en el gel. El mismose

paró disolviendo 7 g de acrilamida y 48 g de urea on agua destilada, hasta

unlvolumen de 100 ml.

La solución de gelificación so obtuvo por agregado de 0,91 ml de una

solución de persulfato de sodio al 5%y 0,028 ml de TZHED(dimetilaminopropio
nitrilo).

La mezcla se vortió sobre tubos de 0,8 cm por 12 cmhasta una altura de

8 cm e inmediatamente se agregó agua destilada, sin remover el gel, hasta que

se formó una capa de 5 mm,para evitar la formación del menisco en el gel.

La golificación se aceleró por medio do una lámpara do rayos infrarrojos

y se completó al cabo de 30 minutos do permanecer el ¿el on reposo.

Luego de la eliminación del agua destilada se agreaaron 0,2 ml de la mues

tra (no siendo necesario el agregado de sacarosa para aumentar la densidad,

ya que ese efecto lo produjo la solución do urea 8 M en que estaba suspendido
el virus).

La electroforesis se realizó en tampontris-glicina 0,023 MpH8,6 a
5 mA/gol durante 5 horas.

' Final' ' r- 
izada la mismalos ¿elos fueron extraídos del tubo soporte y colo

roados con amido Sc ' ' ’ ‘hwartz 0,5% en ¿oido acético al 7p durante 40 minutos. Lue
go se h1c1er n sucesivos lavados con la solución de ácido acético al 7} para
eliminar el exceso dc colorante.

8. INFECUIOSIDAD

1 La determinación de título inf ctante fué realizada en ódldlas epiteliaos primarias de riñón de sx‘x n’ ' .
_ h _ ÉLley sehun el metodo de placa de Dulbecco al queintroduguron algunas modifica01ones (58).

Las celulas fueron crecidas en monocapaon botellas de 90 ml de vidrio
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nüufifo ‘S'J‘Ü‘ÏÉQW suplementado con 0,5 y'áde hidrolizado de lactoalbúmina y

15%de suero equino. Una vez formada la monocapa, generalmente al cabo

de 3 dias de incubación a 37°C, se infectaron las células con 0,2 ml de la

dilución de virus cn medio Eagle sin suor0¡enfriado a 4°C.

La absorción se realizó a 37‘C durante media hora. Al cabo de 1a mis

ma se aurcfaron a cada frasco 5 m1 de una ausgcnsión de agarosa 0,9% on

medio Eagle suplementado con suero fetal bovino al 2%.

Los frascos se incubaron durante 48 horas a 37°C. A1 cabo de ese tiemn

po sc fijaron las células durante 20 minutos con una solución de formol

al lOfi. Se sacó cuidadosamente el agar y se colorearon las células con so

luciones de cristal violeta o rojo neutro al 0,2%.

9. FIJACION DE COMPLEMENTO

9.1 Inmunosueggs usados

Los sueros utilizados fueron específicos para las cepas: A24, A25,
A C v C . . Los mismos fueron ventilmente ‘odid's or C.E.L.S.A.

26’ 160 " Argentino ’ a b o p
Se trató de sueros hipcrinmunos, obtenidos en cobayo, de acuerdo a las tóc

nicas clásicas, con virus recibidos del dentro Panamericanode Fiebre Af
tosa.

9.2 __.__T50n109.¿1_e__1‘.i.1a_«169.9.9 .009; lema“

Se utilizó el métododo Brooksby (73), según el cual, la titulación

de los antíhenos (Ag) se realizó, manteniendo constantes las cantidades

de Ag y de anticuerpo (Ac), y variando 1a cantidad de complemento (C‘)

agregado. Las reacciones se realizaron cn condiciones de exceso do Ac,

pudiéndose entonces mantener una relación lineal entre la concentración

do A“ y la fijación do complemento por el sistema Ag-nc¿

Blóbulos rojos

So emplearon glóbulos rojos (GR) de carnero, los que fueron lavados 3

veces con lO volúmenes do tampón veronal isotónieo y centrif ¿ados a

1800 rpm furanto 5 mi utos. Sc utiliZaron a ucllos on los que el 2c y 01

3er. lavado presentaban un sobrenadante incoloro. La suspensión de GR
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se diluyó, hasta quo l m1 de la misma, adicionada de 14 m1 do una solución

0,1% do bicarbonato de sodio dió un valor cn el eSpoctrofotómctro, de

DOa 0,700 a una longitud dc onda de 540 nm.

Suero homolijiggLÑ

Fué obtenido en conejos adultos, por inoculación de GRde oarnoro.

13222122210199},31221040132922¿emitía

a) Sensibilización do los glóbulos rojos: so efectuaron las siguientes

diluciones del suero hemelítico (530: 1/200, 1/400, 1/800, 1/1.6oo. A 5 m1

do la suspensión normalizado de GR, se agregaron 5 -1 do cada dilución de

SI. La sensibilización so realizó por incubación durante 30 min. on baño

uaría a 37°C.

b) Titulación del SH, on cl cuadro N° 1 está esquematizada la titula
ción dol SH.

CuadroN5 l: Protocolo de la titulación del sucrougggglitygg

----..--_..--»— ..-_-_-. .-.-———.———.—-..--_._...-.-.._.-... ...-.......- ——--- —

Tube N° 1 2 3 4 54 544

Dilución del SB 1/200 1/400 1/800 1/1600 1/200 1/200

Volumen dc GRScn m1 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25

Volumen do tampón vcronal 5 5 5 5 7,5 
cn ml

Volumen de C en m1 2,5 2,5 2,5 2,5 - 

Volumen de carbonato de 7 _sodio en ml - _ ’D

Condiciones do incubación 30 minutos a 37°C
___.__ ....-..-- -.--.-.--_. ___-_-. _ -...__.-_.._-_.._..-.-_-. -....._-,___-.._
D.O. a 54o nm 0,732 0,685 0,655 0,499 0,021 0,795

D.O. corregida 0,711 0,664 0,634 0,478 - 

Porc.ntaje de hcnólisis 89,4 83,5 79,7 60,1 - 100
—.—._—.--- _--,.—.-_-_ . . . _-.-..—-.

u Blanco dc 0%de hemólisiu
a3 Blanco dc 100%de homólisis
### Se determinó la absorbancia a 540 nm del sobrcnadanto de los ORluego do

centrifubar 5 min a 400 g.
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En el gráfico nc 1 sc muestran los ros 1tados oxprcsdos comoÁ de ho

mólisis vs dilución del SH. Se consideró l UH(unidad hemolítica), a la ma

yor dilución del SHa partir de la cual, por aumentode la concentración dol

mismo, se mantiene constante el porcentajo de homólisis. En el ejemplo mos

trado, sc consideró comotítulo dal SHcl valor de dilución 1/800.

c) 1121231.923¿21399219923922

A volúmenes iguales (1,25 ml) de glóbulos rojos nonsibilizados (GRS),

es decir, volúmenes iguales de GRde D.0. n 0,700 y SHdilución 1/800, se

agregaron cantidades/variables de c mplemonto(C'), de manera do ubtoncr

porcentajes de hemólisis comprendidos entre un 20} y un 80}. Los volúmenes

de los distintos tubos se ibualaron con tampónveronal. Los blancos corres

p ndiontcs al 0%y 10,fi dc hamólisis, la incubación a 37“C, ccntrifugcción

y determinación de D0, se efe.tuaron comocn la determinación del SH.

En_el cuadro n° 2 sc resumen los resultados obtenidos dc la titulación

del complemento.

El cálculo del título fue determinado por utilización de la ecuación

de von Krogh:
1 ( Y ) (1)_ _ .. __. los -——-—-——

log x log k + n 1_Y

x = m1 c' 1/50

100 Y g 9%de hemólisis

A1 ¿rufiear log x vs log Y/l-Y obtenemos una recta ( se cumplo para va

lores comprendidos entre 20 y 80; de homólisis) cuya pendiente l/n cs func15n

de la concentración de ¿lóbulos rojos utilizados y su constancia durante ol

experimento indica que cl sistema utilizado os correcto. (En nuestro experi

mento obtuvimos un valor dc n: 0,33). Para un valor do Y n 0,5 se tiene que

log x n log k representando entonces k los al de C 1/50 que producen el 50%

dc hemólisis en el sistema completo.

En el gráfico n° 2 se representó lo¿ Y/l-Y vs log m1 C' 1/350 por lo

cual so pueden gbtoncr los nl de C‘ 1/350 que prod .cn 50; de homólisis.

El título del complemento obtenido indicó que 2,9¿ m1 C 1/350 a l UH.

El complementofue ütulado sicnpro antes de la determinación del título

del antíücno on cada ex crimcnto.



-35_

Ií°2:Protocolodola.titu_la016r:delcgrñglomcnto

_————-.-——_-¡“'

TuboN°1

lo

w

u

U1

Ch

4

CD

\O

1011121314

--—-..——-—-.-..-.-._——.——-----—.—-—....--‘o.--.

_.—-..-——.—-—-—_--.-«hl'_u.-

Volu'nondoGRSenal

19251,2519251,2519251925172519251,251,251,251,251,251,25

a.--_—-—---.-——s-_—_-a—-.--.-_.....-——_.--.-..

Volumenden1/350

.-...—--—.-..-_-_.-—.—...-.—.-.-—--...-.___

_——....—.xo--A.-_.-o‘m..-.w.__-.«-._..-._——_

2139,32172,73,13,13,53,54,04,0——..._

cn2:11

—.-7.-.—-___...-._.--..—-.__...-__——.-_-..--.—.——._-

..-_-..-...—.4—

Voluna:dc:tmpónvoronal

'5,25,24,84,84,44,314,0¿LC

enm1

—.-.—_...._-.-_-..--._.—.....—-._._..._---._-_—..-..-—--.-.-..-qu-v...—-—....-.n..-

Volumcndevarbon.;todo

sodio0,1%cnm1 _----M"'""'‘"'"7,57,5

__—--—.-—_--.---.-————..—.-_—---—-.-._.——.—-.—.——-—---——-..-......-._-_n7..—“.--..«—---——.--._---7-.-_..-....—-———--.-..4._-__-—..--..-——.,_.-_._---..-1.--._._—.

LCthI‘C.dc,13.0.a540nm

—————.—-———-.---—..

0,2170,2280,3420,3380,4480,4400,5210,5220,6010,5980,0070,0040,7850,795

...-....-a...

.-_A-._..—.p-—_.-.n-.._.._.

o.r'60.895o00105

Valorprox..0diodclaD.O.0721.60,334“43545;.

cor:qidaa

—--.—-——-——'d.—-—..—-..—-...—-—a._.---——._--—-.ñ...-—....._.--._—v-

Porccntajodchomólisís27,742,856,16676_100

-.——-.—-—*-_--_.__——-.—-—_._—.--u-—-..-.--—..-..-_....-n





Titulación del antígeno

En cada uno de lbs tubos sc afircgó un volumen tal de la dilución de

C 1/50, que correspondió a 0,24; 0,3; 0,44; 0,53 y 0,7 unidades hemolíticas.

Luego so igualaron los volúncnos a l nlcon tampón veronal. El 100%de hemó

lisis ¿o obtuvo por agregado do un ¿rosso muy grande do womplcmentc.

Se a¿rcgaron a cada tubo 0,4 ml del antizucro corrccp ndiente (sueros

hipcrinmunes obtenidos do szïu5¿3¿9 de dilución 1/30 Lucgo sc agregó al

sistema completo 0,2 al do antígeno en tampónvercnal. fara la detarminación

dc la anticonplcmentaridad del anticuerpo, so reemplazó ol A¿ por oïz ml

dC tampón vcronal.

Luego dc incubar 30 minutos a 37°C so ah c¿ó a cada tubo 1 ml de GRS

preparados de la mismamanera que en la titulación del complemento, Luego

do una nueva incub¿ción de 30 min a 37° se contrifugó la suspansión a 500g

duranta min.v se determinó la absorción a 40 nn.ll

10. QET:¿MINLUIOH DE PROTEINQÉ

La Concentración proteica fue determinada por ¿1 método de Lowry (177).

Las muestras inicialmcnto on tampón TE con o sin cloruro d; casio, fueron

dializadas exhaustivo onto durante una noche contra ampónfosfato dc sodio

0,02 M pH 1,5 ya que cl TE interfiere c n la dctcrminación. Sc utilizó como

patrón una solución al 0,2%dc seroalbúmina bovina cristalizada (Sigma)

disuelta en el misuc tampón.

11 . DE:Eïpd_I_N¿(;_IONDE Dniggpfipgs _

Las curvas dc densidad de los gradientes de equilibrio dc cloruro do

ccsio so determinaron por refractumctría. Se utilizó para ollo un refraotómc

tro marca Zeitz termostatizado a 2039.

La determinación sc efectuó en una de cada cuatro fracciones dol gra

diente, que contenían trss gotas ceda una, midiendo cl valor del indico dc

refracción correspondiente a la segunda gota dc dicha fracción. La conver
sión del valor del indico do refracción en densidad se efectuó utilizando

una curva du Indico de "ofracoión vs densidad de solucioncs patrón de cloruro

de cesio on tampón TE. Los valores de densidad de las solucion s patrón de

cloruro de cesio se deto ¿inaron pnr picnonotría.
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CAPITULOIII
RESÜLÉADOS

A. CONCEHPRACIÜNPOR PRSCIPITACION:

Debido a la relativamente baja concentración vírica obtenida en nues

tro caso por el método de Frenkel (v.g. lO6 - lO7 UFP/hl), fué necesario par

tir de grandes volúmenesde cultivo infeccioso para disponer de cantidades

apreciables de virus y poder continuar 1a purificación.

Los métodos de concentración de virus utflizados fueron tal comose

indicó en Materiales y Métodos:

aj P;ecipitación con metanol (1/4 v/v) o con solución saturada de

sulfato de amonio en tampón TE (l v/v).

32)Precipitación con polietilenglicol 6.000 (PSGSÉp/v final).
Las precipitaciones donde intervino el metanol y el sulfato de amo

nio, fueron utilizadas para la concentración de grandes volúmenesde líquido

infeccioso (lO-50 ls), mientras que la precipitación con polietilenglicol se

usó para volúmenes no mayores de 3 ls.

al) Precipitación con metanol o con sulfato de amonioa

Luegode la precipitación a baja temperatura, las suspensiones fueron

centrifugadas en las condiciones especificadas en Materiales y Métodos. Los

precipitados se resuspendieron en TE en la relación 1/100 respecto del volúmen

original utilizada por Bachrach y Browncon el material proveniente de culti

vos en líneas celulares (57, 174).

Los líquidos concentrados fueron clarificados por centrífugación a

8.000 g durante 20 minutos, determinandose la concentración proteica y el
título infectante de los mismos.

En la Tabla Ï se muestran los resultados comparativos de la efectivi

dad de precipitación con metanol y sulfato de amonio.
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HABLAN° 1: Concentración por Egecípitación del liguido infeccioso de

2artida, con metanol I sulfato de amonio

Material Tratamiento Relac. Prote Infecti- Infecti- Rendidu ina vidad vidad miento
Concent. total total específica

6
N° mg UFPIIO UFP/mg de c,

¡o

prot.x105

Suspensión
1 l 1 20 2 8 100vírica ori- / 3 90 ’

ginal

Material l

2 Precipitado 100/1 10 15 15 17

c CH OH
on .3

Material 1

3 Precipitado 100/1 42,5 17 4 19

con SO4(NB4)2

En base a los datos de la Tabla n° 1 y Considerando la efectüidad

de la concentración (rendimiento), es indistinto el uso de uno u otro.

agente precipitante. El rendimiento obtenido en amboscasos fué muybajo.

En las mismas condiciones de concentración con el material proveniente

de cultivo de tejido ol.rendimiento es de aproximadamenteel sofi- 57,17¿)v

La gran disminución de la naaa vírica recuperada, se podría deber

1) inactivación del virus por los agentes precipitantes,
2) inactivación o pérdida por la centrifugación,

3) pérdida de virus por falta de disolución.
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Con el objeto de establecer la razón por la cual el rendimiento de

este paso era tan bajo, así comolas condiciones óptimas de precipita

ción, se realizaron las siguientes experiencias:

1°) Se precipitó el virus con metanol y sulfato de amonio en las

condioiones anteriormente especificadas y se lo resuspendió en el mismo

volúmen de partida, de manera quo no hubiera concentración.

Por titulación de 1a suspensión se determinó que en estas Qondici09

nes el porcentaje de virus recuperado ogciló entre un 70-100fi.

En función de este resultado, de las tres posibilidades citadas,
la disminución en ¿1 rendimiento se debe fundamentalmente a la falta

o
de disolución del virus, debido a 1a ala concentración proteica del lí

quido infeccioso de partida.

2°) Con el objeto de debrminar la relación de concentración óptima

para dicho material, se precipitó el virus en las condiciones ya des

criptas, con cada uno de los dos agentes precipitantes. Los dos preci

pitados fueron resuspendidos en 1/100 del volúmenoriginal.

A varias alícuotas iguales de 1g disolución, se le agregaron can

tidades distintas y crecientes de tampónTE, y se determinó la iniec

tividad y 1a concentración proteica previa una clarificaoión a 8.000 g
durante 20 minutos.

Los resultados de esta experiencia se muestran en la Tabla n° 2.

Si comparamospara una mismaconcentración final los datos de ren

dimiento obtenido con sulfato de amonio y con metanol, llegamos a la con

clusión de que los rendimientos son semejantes, a pesar de lograrse en

todos los casos un mayor ¿rado de purificación utilizando metanol como

agente precipitanteClos datos de Infectividad especifica de 1a Tabla l

confirman ésto último). Esto se debe a la mayor precipitación de pro

teína contaminante por parte del sulfato de amonio.

En base a los datos presentados en la Tabla n° 2 vemos que una con

centración de aproximadamente10 veces con metanol, permite la recupera

ción de un 40-50%de la infectividad original.
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TABLANc 2: Eficacia do la prnaïtitcción cvn nctqul y'sulfato du magniq

gpra qgjggïgugg firgg s gy ochuntraciSn

Infoctividnd Prgtuína Infecti;í- Rendi
Matorial Trataniuntv Volumen thtal total dnd ospocá_ miento

fica
- -_7ï

N* — :fl UF? x lO ng UIP/bg prat %x 12'

l Suspensiínviri
ca eriginal 100 150 384 0,39 100

2 Mat. l ohncontpg
do 100 vo0us por

ppción. con CH3OH 1 28,5 14,4 1,98 ‘°

3 Idem anturior
concentrada 33,3
voces 3 40,5 21 1'93 21

4 Idem anterior
concentradu16,6
voces 6 31 53 1,50 J.

5 Idon anteriur
ccnccntradu 6,6
mos 15 73, 5 59 1,24 49

6 Mat. 1 concen
tlado 100 vocos
por ppción con

SO4(NH4)2 1 19,5 31,2 0,62 13

7 Idem anterior con
contrnd 33,3 voces 3 39 75 0,52 25

0 Idem anterior Cun
centrado 16,6 vecos 6 40,4 109 0,37 27

9 'Idom anterior con
centrado 6,6 veces 15 49,5 151 0,33 33
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32) Precipitación con Bolietilengiicol

Fué efectuada en las condiciones ya especificadas en Matóriales y

Métodos para volúmenes no mayores a 3 1ta.

En la Tabla N° 3 se muestran los resultados obtenidos en una experien

cia semejantezala mencionadapara 1a precipitación con metanol y sulfato
de amonio.

TABLA'No3: Eficacia de la grecipitación con Bolietilenglicol

I . ._ ._ R ._Material Tratamiento Volumen nfe°th1 PrOtÉ' InfectiV1 endl

dad total :ZÏal _:::aeSpecí mientb

N° m1 UFTÉ 106 mg UFP/mg prot. fl

x 106

1 Suspensión vírica 100 150 384 0,39 100

original

Concentrado 33,3 
2 3 57 62,4 0,91 38veces por precio;

tación con PEG

Concentrado 6,6
3 15 63 7995 0,79 42veces por preci

pitación con PEC

En este caso por titulación del sobrenadante ee determinó que preci

pitó un 99%del virus original.

Las diferencias entre este valor y los de la ultima columnade la
Tabla N° 3,se deben fundamentalmente a 1a posible oclusión del virus por

las proteínas y los ácidos nucleicos celulares precipitados. Se puede

obtener un mayor rendimiento por este método cuando es utilizado luego de

una desproteinización y deslipidización previa (ver inciso bz).



B. DESPROTEINIZACIONY DESLIPIDIZICION

tia Iratamiantn_nmdqsalxanïeh;nxgánigas,(2093-ïara virus obtenidos en
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líneas celulares, 20 1 do material infeccioso fueron concentrados 100 ve

"-ocs por precipitación con motanol. Luegodo clarifioada la suspensión viri

oa, fué sometida a varios tratamientos sucesivos con la mezcla butanol

cloroformo y luego con arcton 113 según lo indicado en Materiales y Méto

dos. La suspénsión de virus dosprotoinizada y deslipidizada so concentró

por diálisis contra PEG20.000 al 50%en TE durante una noche a 4° C.

Por último ol concentrado fué clarifioado por contrifugación a 10.000 g

durante 30 minutos.

En la Tabla N° 4 se muestran los resultados obtenidos on una experien
cia tipo.

TABLAN° 4: Eficacia de los tratamientos con mezcla cloroformo-butanol X

arcton 11}.

Infocti- Prote- Infecti- Hondi-Factor
Material Tratamiento Volumen vidad {na vidad miento de

total total ospocifi purifi
J ' ¿ ca cación

N° m1 UFleo7 mg UFP/ugpro- fitoina 110

1 Virus concentrado 200 1260 6000 0,21 100 1

100 vecos con 03303y clarificado

2 Material 1 tratado 187 600 1490 0,4 48 1,9
con butanol-cloro
formo

3 Material 2 tratado 11o 54o 410 1,33 43 6,3'
con arcton 113 (bl

4 Material 3 concon- 90 450 350 1,28 36 6,1
trado con PEGy cla
rificado
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En este último paso hay una pequeña disminución de la infectividad especi

fica y del rendimiento. Esto se debe a 1a inactivación del virus por 1a concen

tración por diálisis durante una noche con PEGy su posterior centrifugación.

Por las razones expuestas, este ultimo paso de concentración no fué utilizado

durante la purificación.

bz) Concentraciónpor precipitación con polietilenglicol Erevia desproteini
zación con cloroformo-butanol

de titulo 1,7 x 107Unlitro de virus proveniente de cultivo Frenkel,

UFP/mly una concentración proteica de 11,3 mg/ml, fué precipitado con metanol

y fue resuspendido en l/ïO del volumen original en tampón Tris ClH 0.02 H pH 7.5,

EDTA0.001 1-1y ClNa 0.15 1-;(TE ClNa) y clarificado por centrifugación a 10.000 g

durante 30 minutos. La mitad del volumen de la suspensión virica clarificado se

precipitó con PEG6.000 disuelto en el tampón TE ClNa (8% w/v finalO. Luego de

3 hs. a 0°C se centrifugó a 10.000 g durante 30 minutos resuspendiéndose el preci

pitado en l/ïOO del volumen original en tampón TE°

El resto del clarificado se trató con un volumende 1a mezcla de clorofor

mo-butanol (1/1 V/V) y previa eliminación del cloroformo disuelto,por vacio a 4°C.

se precipitó con PEGen las mismas condiciones ya mencionadas. Fué necesario prac

ticar 1a eliminación del solvente ya que el PEGes insoluble en soluciones

diluidas del mismo.
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TAJLAN° 5: Efecto de la desproteinización con mezcla cloroformo-butanol

en la precipitación con PEE

Mate- Tratamiento VolúmenInfecti- Prote- Infecti- Rendi- Factor
rial vidad Ina vidad _ de, uiento . .específi- purifica

ca ción

N° ml UFMioY mg UFEímg prot- ‘¡á

x 107

1 Virus concentrado 100 800 1.340 0.6 100 1

10 veces con CH3OH
Y clarificndo -?w"w-*w

Material 1 pptdo.
6 28

2 con PEGy clarifi- lo 37o 217 1,7 4 , 5

cado '

3 Material l“despro-'
10 400 98 4,1 50 6,8teinizado, ppdo.

con P.G y clarifi
cado

En los sobrenadantes correspondientes al material 2 y 3 de 1a Tabla

N° 5, se determinó menosdel0,0l% de la ¿afectividad total antes de las

precipitacioyes.

El aumentodel tendimiento del material 3 respecto delmaterial 2, 1n

dicó que el tratamiento con 1a mezcla oloroformo-butanol eliminó gran'

cantidad de proteínas y lípidos celulares, que dificultaba la resuspen
sión del virus cuando se lo precipitó con PEC. El incremento en la puri

ficación se explica comoconsecuencia de la acción de la mezcla orgánica.

Resumende los métodosde concentración I purificación parcial utilizados.

En la Tabla N° 6 se muestra el resuaen de los datos obtenidos siguien

do el métodode Bachrach hasta la etapa previa a la centrifugación en clo
ruro de oesio.



--46

TABLAN° 6: Eficacia de la concentración I purificaoión cáh solventes or

gánicos segfig el método de Bachrach,

Mate- Tratamiento Relac°de Rendimiento Factor dorial concent. . . .,
No purificac1on

1 Suspensión ví- 1/1 100 1

* rica original

¡V

2 Material 1 pre- 1/100 17 5,3

cipitado con me

tanol y clarifi
cado

.3* Material 2 des- 1/1oo 7,3 33,4

proteinizado y

clarificado (bl)

* Comprende3 tratamientos con cloroformo-butgnol, 2 con arcton 113
y cuarificación.

En la Tabla n° 7 se resumen los datos correspondientes a la eficacia
de la purificación teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los

incisos A y B.
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TABLAN° 1: Eficacia de la purificación empleando PEC

Material Tratamiento Relación de Rendimiento Factor de
concentración purificación

N° %

1 Suspensión virica 1/1 100 1
original

2 Material 1 precipi- 1/10 48 ' 4
tado con metanol y
olarifioado

3 Material 8 concen- 1/100 24 27,2
trado y clarificado 4
(ha)

# Comprendeun tratamiento con c10roformo-butanol, precipitación con

PEG6.000 y clarificación.

C. PURIFICACION POR ULTRACENTRIFUGACION 0 FILTRACION PUR GEL

Fueron usados diversos procedimientos para obtener un mayor grado

de purificación:

c1) centrifugación a alta velocidad;
02) filtración por gel de Sepharosa 2 B;

03) centrifugación en gradiente de cloruro de cesio.

c1) Centrifggación a alta velocidad:

El liquido infeccioso concentrado y clarificado comose indicó en

el inciso bl, fué centrifugado en el rotor 30 de la ultracentrífuga

Spinco L2- 50 a 30.000 rpm durante 120 minutos a 4°C. En estas condicio-l
ciones se determinó, por titulación dd sobrenadante, que precipitó más del

99,9%del total de las partículas víricaa originales.

El precipitado fué resuspendido con 1a ayuda de un homogeinizador de

teflón, en 1.5 m1de tampón TE pH 7.5. Luego se clarificó por centrífu

gación a 10.000 g durante 30 minutos determinandose infecciosidad y con



oentración proteica del sobrenadante.

En 1a Tabla N° 8 se resumen los resultados de este paso de purifica
ción.

TABLANïlï: Eficacia de la purificación por ultracentrifggación a

30.000 rpm.

Mate- Tratamiento VolumenInfecti- Prote- Infecti- Factor Rendi
rial vidad ína vidad de miento

total total específi- purifi
. gg; cación

7 7
N° m1 UFPXIO mg UFP x10 x

44425 Prot

1 Virus concen
trado y clari
ficado (inciso
bz) 150 6.700 1620 4,15 1 100

virus centrífuga
2 do a 30.000 rpm _

y clarificado 2 1.625 32,5 50 12 24

La diferencia entre los porcentajes de partículas víricas precipita
das y suspendidas en tampón TE, representa una pérdida del 76%del virus

en el proceso de resuspensión.

Se demostró experimentalmente qúe este valor es función de 1a masa"

proteica contaminante en el precipitado, siendo aplicablé'este métodoen

1a concentración de preparaciones que posean un mayor.grado de purifica
ción.

c2) Fraccionamiento por filtración por gel de Sepharosa 2 B
El virus concentrado y purificado por ultracentrifugación comose

indicó en cl, fué fraccionado por cromatografía a través de una columna
de Sepharosa 2 B en las condiciones especificadas en Materiales y Métodos.
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La evolución de la filtración por gel, fué seguida por determina

ción de infectividad y de 1a absorción a 260 nmen alícuotas de las dis
tintas fracciones eluídas.

En la Figura 1 se indican los resultados correspondientes a un ex

perimento, pudiéndose observar que no hay dispersión del virus, lo que
aumenta el rendimiento del método.

E1 primer pico de absorción a 260 nm, de muybaja infectividad es

7 UFP/mgprot.) corresponde a la fracciónpscífica (menor de 0.05 x 10

excluida de la columna, 1a quo contiene agregados moleculares de muyalto

m (mayor' de 4031616,...

La zona de resolución de la columna presenta dos zonas de mayor

ineféctividad específica. Las características de dichas fracciones, así
comola eficiencia do este paso de purificación se presentan en la si

guiente tabla:

TABLAN° 2:Efioacias de la purificacién_porworomayggíafia por ¿el de

Sepharosa 2 B

Material VolumenInefectividad Proteína Inefectividad Factor
total específica do Rándl. . mientopurifica

ción
7

m1 UFPIIO ng _VTP___ 7
- mg Prot .xlo %

Virus oon- 1
trifugado 2 1625 32á5 50 1 100
a 30.000 rpm

Fracción
42-43 20:2 768 5-0 153 3,05 47,2

Fracción
49-56 21,3 194 8.39 23,4 0947 12
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Para emplear en otras etapas del proceso de purificación se eligió

la fracción 42-48 ya que de las posibles fracciones a elegir, ésta posee
la mayor infectividad específica y presenta el mayorrendimiento en virus.

Si se toma comocentro el tubo de mayor infectividad especifica,

‘ a medida que i591¿:JOS 14H tubos adyacentes, aumenta el n° de partículas

infecciosas totales que se recuperan, a 1a vez que disminuye la eficacia

de la purificación. Es decir, que existe una relación inversa entre la

eficacia de la purificación y el rendimiento de la misma.

En la siguiente Tabla, se resumen los valores de unidades infeccio

sas totales e infectividad específica de las posibles fracciones a con
siderar.

EABLAN° 10: Relación entre la eficacia de la purificaciég¿[¿ywm5mientQ

de la misma en la cromatografía por gel de Sepharosa mji_

Fracción Infectivi Proteína Inefecti- Porcentaje. Porceïágïgïïe
considerada dad total total gágïgigg- de Inefectl- Inefectividad

UFP x 107 me EEE x 107 v1da% especifica
mg Prot.

o .

45 128 0.7 183 12,8 100

44-46 366 2,2 166 36,7. 91

43-47 578 3,7 158 58 86.2

42-43 770 5.0 153 w 77 83-6

41-49 880 6,8 129 J 88,2 70.5

40-50 9333 5,3 112 93,8 61

39-51 970 9,9 93 97-5 53.3

38-52 1000 11,4 87,5 100 . 47.7

En la Figura 2 se graficaron separadamente los porcentajes de unida

des infecciosas totales, de infñotiVidad específica y la sumade ambosva

lores, todos en función de las fracciones consideradas. El valor máximo

el último nos permite calcular la fracción óptima en una etapa no final

de cualquier purificación que corresponde al máximoen infectividad espe
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cífica con el máximodc rendimiento. En oste caso dicha fracción corres

ponde a los tubos 42-48.

Considerando las fracciones a 1a izguicrda del valor máximode la

curva suma, estamos frente a1 caso de mayor infectividad específica y menor

cantidad de partículas víricas totales. Las fracciones a la derecha repre
sentan el caso inverso.

Para determinar la capacidad de fraccionamiento de 1a columna de

Sepharosa, se tuvo en cuenta la cantidad de partículas infecciosas que

se encuentran en la fracción elegida, respecto del total de partículas

víricas (rendimiento). Se consideran "partículas infecciosas totales"
únicamente las provenientes de la integración de toda la curva y no las que

corresponden a lo que se agrega en la columna.

Eh la Tabla N° 11 se indican los valores de "unidades infecciosas to

tales" presentes on la muestra agregada a la columna, el número obtenido

por integración de la curva y las presentes en 1a fracción 42-48.

TABLA11: Eficacia del fraccionamiento por cromatografía por gel de Se

pharosa 2 B

Materia} Infectividad Rendimientel) Rendimientva)
total

7 aUFPxio % ,.

N° de partículas pre
sentes en la muestra
contrifugada 1625 100 —

N° de partículas obte
nidas por integración
de 1a curva 1055 65 100

N° de partículas presen
tes on la fracción
42-43 770 47;2 73

fi.)Considerando como100%de rendimiento lo agregado a lag columna.

@.)Considerando como 100%de rendimiento lo recuperado en 1a columna.
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De los datos de la Tabla, se concluye que el 73%del virus recupera

do en la columnaso encuentra en la fracción 42-48. Este valor es repre

sentativo de la diapersion del virus en las distintas fracciones obtenidas
de 1a columna. Un 35} se pierde por el proceso en sí (por ej. inactiva

ción del virus por manipuleo, estados de agregación, etc.).

Los valores de rendimiento y purificación obtenidos por el proceso

de centrifugación a 30.000 rpm son 24%y 12%respectivamente (Tabla 80;

los que corresponden a filtración por gel de Sepharosa 2 B son 47,2%y

3,05%KTab1a9), pero si consideramos ambos procesos, se obtendría un ren

dimiento del 11,4% y un aumento en 1a purificación de 36 veces.

Se han presentado aquí los resultados de una experiencia en 1a cual,

la mayor concentración de virus se halla en la fracción que corresponde

a1 pico do le curva de absorción ubicado en la zona de fraccionamiento de

la columna.

Sin embargo, este caso no es el único y en 1a tabla presentamos da

tos de una ezperiencia en la que 1a curva de infectividad específica pre

senta dos ¿icos bien definidos que por su ubicación corresponden a las

fracciones: 42-48 y 49-57 de 1a Fig. 1.

TABLAH° 12: Eficacia de 1a purificación por cromatografía por gel de

Sepkarosa ZB

Material VolumenInfecti- Proteína Infectivi- Factor de ' Rendimiento
vidad total dad espe- purifica

n total cífiggr ciég_

m1 UFleO7 UFP 7 mg x10 — fi
mg Prot.

Virus centrífu
gado a 30000 rpm 3 2400 82,2 29 1 100

Fracción A 9,4 315 4,7 67 2,41 13,1

Fracción B 9 240 6,2 39 1,34 10
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En este caso, el virus se halla distribuido en dos fracciones de al

ta infectividad específica. El pico B podría tratarse de asocianionós de

finidas con material celular. Este mismotipo de esquema, se repite más

adelante con el gradiente en cloruro de cesio,

Comparandolos datos de esta experiencia con los de la anterior, se

observa un 23%de la infecciosidad entre el pico A y‘eï‘B, valor que

corresponde al 59%en la experiencia anterior (Tabla 9). Por otra parte,

si cansideramos el virus recuperado por integración de la curva, siendo

las PFUtot. 1050, la pérdida debida al proceso en si, representa un

56%,mientras que anteriormente sólo era 353.

La eficiencia de la filtración por gel entre dos deszicos es del

53%mientras que representa un 73%en el caso anterior.

Teniendo en cuenta estos datos se puede llenar a 1a conclusión que

en la segunda experiencia hay (quizás debido a asociaciones moleculares),

una mayor concentración de la muestra agregada; y una mayor dispersión

de partículas víricas'eñltoda la columnade fraccionamiento.

c3) Centrifugación en gradiente de cloruro de cesio:

Luegodel tratamiente con solventes orgánicos, el virus puede ser

purificado y concentrado por centrifugación en un gradiente en cloruro

de cesio en tampón tris- EÜT¿(57), o en una mezcla de tartrato de pota

sio-cloruro de cesio en el mismotampón.

Se hicieron pruebas de estabilidad del material infeccioso, mante

niendo el mismoen contacto, durante 24 hs a 4°C, con soluciones de clo

ruro de cesio de densidad 1,43 g/ml y de tartrato de potasmrcloruro de

cesio de densidad 1,43 g/m1.(Unasolución saturada de tartrato de potasio

más cloruro de cesio 5%en Tris-EDHLpermite obtener dicha densidad).

Estas pruebas mostraron una recuperación del 100%de la infoctividad

en cloruro de cesio, mientras que hubo una inactivación del 90%en la mez

cla de tartrato de potasio y cloruro de cesio.
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La centrifugación en gradiente de cloruro de cesio se llevó a cabo

en las condiciones especificadas en Materiales y Métodos.

Terminada la centrifugación se observaron 2 bandas de L. S. Las di

ferentes fracciones obtenidas fueron analizadas por determinación de infec

tividad,:oohoentración proteica y absorbancia a 26Ónmen alícuotas de
las mismas.

En la Figura 3 se muestra una curva tipo, correspondiente a dicha uJ

tracentrifugación, la que se repitió en todas las pruebas.

Teniendo en cuenta las curvas de infectividad e infectividad espe

cífica, vemosque el virus se encuentra concentrado fundamentalmente en

dos fracciones quo coinciden por su ubicación con las dos bandas do L.S.

observadas. Dicha concentración se debo a las características de sedimen

tación del virus aftoso así comoa su ubicación en la zona del gradiente

que corresponde a su densidad.

Un fraccionamiento semejante se observó cuando se ensayó la filtra

ción por gol de Sepharosa 23 (figura l).

Conel-cbjeto de obtener resultados comparativos entre los distintos

métodosutilizables en la ctapa de purificación que se considera, se usó

el mismocriterio de selección de fracciones que en acaso de la filtra

ción por gel de Sepharosa 2B.

En la Tabla 13, se representan los porcentajes dc infectividad e
infoctividad específica para las diferentes posibles fracciones a tomar

según la curva de la Figura 3.
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TAJLAN°13:

Relacióngptrolaeficaciadelaurificación gp¿radiantedeclorurodocasio

rendimientodelamismaenlaoeatrifggaoión

--—-o---—

a

Fracción considerada

InfoctividadProteína totalonla fracción

_total

enla fracción

Infoctividad específica

Densidad
ópticado lafrac ción

Infectivídad específica

Rorcentaje vidaddcinfecti

Po:centajePorcentaje

deinfecti

deinfec-' tividadea-vidadespecí recífica

<1)fica(2)

No

UFP¡10

..Pr°t.x10

U.D.0¿ 260nm

aUFP

U.DJ5.

r1C¡O

2-4 1-5 1-6 1-7 1.a 1-9

300

71110

1150 1190 1225 1260 1290

1,08 3,16 8,42
10,1 19,6 16,4 23,4

7279 2224
137 118

97 77

0,17 0,64 1.50 1,75 2,05 2,41 2,77

1750 1110

768 680 598 522 465

23.3 55 89 92,2 95 98
100

100
80,1 49 42,3 34,7 27.5 19,8

100
63,5 43,7 38.9 34,1 29,3 26,5

-53.



—59.—

La Fig. 4 corresponde a la representación L.ráf‘icg}de los porcentajes

de infectividad específica y do unidades infecciosas totales en función
de las distintas fracciones reunidas.

La fracción 1-5 sleaida, es aquélla quo poseo simultáneamente mayor

infoctividad específica y mayorcantidad de partículas virales. El resul
tado es independiente de considerar la info tividad específica comofun

ción de la concentración de proteína o de la de ácidos nucleicos (Fig.

4a y b respectivamente). Esta última determinada indirectamente por uni

dad de densidad óptica ya quo el coeficiente de extinción molar a 260 nm

es muchomayor para los ácidos nucleioos que para las proteínas.

Comparandoinfectividad específica 1 y 2, así comolas fig. 4a y

4h, se observa que la infectividad eSp.eífica 1, presenta valores mageres

quella infoctividad específica 2. Esto indica que la relación ácidos

nucleicos/proteínas, disminuye a medida que nos alojamos del fondo del
tubo.

En la Tabla N° 14, se muestran los resultados correspondientes a os

to paso de la purificación para las fracciones 1-5 y 12-14.

TABLAN° l4_; Egicacia de la purifiicaeión por_eentrigu¿aci6n en gradiente
de cloruro de cesio

Material Volumen Infecti- Prote- Infecti- Factor de Rendimiento
vidad to- ína to- vidad purifica
tal tal específica ción

_.._.... .......- . . .. ,9 7 7
ml UFPx 10 mg UFP xlO - si

mg Prot.

Virus concentra
do y olarificado
(incisn- bz) 116 12 800 3100 4,15 1 100

Fracciónu-su) 6,4 5 620 27,7 203. 49 44

Fracción#l2-l4
(B) ' 3,2 405 50,6 8 1,9 2

# Luego de diálisis a 4°C durante l noche contra 200 volúmenes de tarfïn WE;
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De la misma manera que en el fracci namiento por columna de Sepbaroaa

2 B, para determinar la capacidad de purificación de 1a centrifugación un

cloruro de eesio se ha considerado ol total de partículas infecciosas ob
tenidas por integración de 1a curva de la fig.3, así comolas correspon

dientes a la fracción 1-5.

Estos dates se resumen en la Tabla N° 15.

TABLAN° 15: Eficacia del fraccionamiento Ber centrífugación en gradiente
de cloruro de cesio.

Infe tivi"d R.r"” o: ' 1 ' '
Material totaï ud (lúÏÏÏ ¡to lengámiento

-‘hn- . -. 7
PFUÏ 10 fl fi

N° de partícu

las presentes 3 200 100 _en 1a muestra
analizada

N° de partículas
obtenidas por
integración de la 2 290 71 100
curva

N° de partículas
presentes en la 1 150 36 50
fracción 1-5

(1) Considerando como 100%de rendimiento lo agregado a la columna.

(2) Considerando como100%de rendimiento lo recuperado en la columna.

Nota: Los datos que ilustran esta tabla han sido obtenidos de uno de los

4 tubos ultracentrifugrados en la experiencia cuyos resultados figuran
-en la Tabla N° 13 .
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Por ultracentrifugación del virus en gradiente de cloruro de cesio, la

pérdida por inactivación alcanzó a1229%,mientras que la eficacia de purifica

ción del métodopermitió obtener una concentración de partículas víricas del

50%.Datos adicionales de 6 pruebas mostraron que este porcentaje podia osci

lar entre 30 y 80%.

TABLAN° lá: gpgpgraciép de los tres métodos de purificación parcial propuestos

Factor de . .Material . . ., Rendimientopurificacion '

Ultracentrifugacián 12 24

Ultracontrifugación 30.000 36 11.4
y pasaje por Sepharosa 2 B

Ultraccntrifugación

en gradiente de clg 49 44
ruro de cesio

En función de estos datos el método elegido en este paso de la puri

ficación correspondió a la rltracentrifugación en gradiente de cloruro de
cesio.



D. OBTENCION DE VIRÜS PURIFICADO

¿1) Pvrificación seüún el método de Bachrach y col. _ Las,

fracciones 1-5 (A) y 12-14 (B) provenientes de la ultracentrifugación
en dbruro de cesio (tabla 14) fúeron sometidos a una posterior ultra

centrifugación a través de una dobb fase orgánica y de cIoruro de casio

(ver Materiales_y Métodos).

El máximode rendimiento se obxuvo cuando el peso esPecífico de la

, fase orgánica fué‘lo más cercano a 1a unidad. El límite inferior está

fijado por el peso específico de la suspensión vírica en tampónTEde

manera que se mantenga la separación de ambas fases.

El aspecto de los tubos luego de la ultracentrifugación de las fracél_

É. ciones A y B se esquemaïiza a continuación (Fig. 5). De ellos las frac

ciones correspondientes a las zonas de L.S, previa separación, se some

tieron a la técnica de'flotación (ver Materiales y Métodos).

<*—-fase orgánica‘?

q__ fase de Cle-á
x e “user/:2 .

Fracoión A Fracción B

Debemosaclarar que en la etapa de flotación las fracciones A y B

se comportan en forma distinta. La primera origina una sola banda que se

ubica en 1a zona de densidad 1,42 g/ml, mientras que 1a B presenta dos

bandass una de ella muy débil ubicada en la zona de densidad 1,42 g/’m1 y

1a otra en la densidad 1,31 g/nl, (En algunos experimentos se Visualizó y

una tercera banda de L S de densidad 1,375/ñl. Debido a 1a baja frecuenciaru
l de aparición de la mismay el desconocer las condiciones que favorecerían

su aparición, dicha fracción no fué estudiada).

Tal comose aclara al pié de la tabla se ha computado'para la frac
ción A los valores de lanezcla de bandas de igual densidad y para la B la
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ubicada en 1a zona de densidad 1,31 gv'ml.

En_1a Tabla N° 17 se resumen los resultados obtenidos, con las frac

ciones A y Baï_ser sometidos al tratamiento anteriormente descripto Y

dializado contra 100 volúmenes de tampón TE a 4°C durante una noche.

TABLAN° 11: Eficacia ds 1a purificación del virus aftoso mediante la
técnica de Bachrach

. '. Volumen Infecti Prote- Infecti- Factor RendipFrac01ón Tratamiento . , .Vidad ina vidad de mien
total total especí- purifi- to

fica cación

7 7 4nl UFleO mg UFleO p
mg Prot.

A 1° CICs Fracción A ultra- 6,4 5520 27,7 203 l 100
' centrifugada en

gradiente de Cle
(inciso C3 )

A 2° Cle Fracción A 1o Cle2¡3 2580 10,6 244 1,20 46
luego de ultracen
trifugación en fase
orgánicagrde Cle

A 3° Cleü Fracción A 2° luego 0,7 572 7,72 74 0,36 9

d :1 42 de ¿lotaCión

B 1°.01Cs Fracción B ultraceg'3,2 405 50,6 8 1 100
trifugada en ¿radieg
te de Cle (inciso C3)

B 2° Cle Fracción B 1° Cle 2,3 217 3,13 69 8,7 54
luego de ultracentri
fugación en fase orgé
nica y de Cle

## .
B 3° Cle Fra001ón B 2° Cle 0,6 3,8 1,74 2,17 0,27 0.94

:1,31 luego de flotación

4 Fracciones de densidad 1,42 g/ml
44 Fracciones de densidad 1,31 g/ml.
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A1 considerar los datos de la Tabla se vé que para ambas fracciones

A y B, el último paso de la purificación origina 1a destrucción parcial

v/o total del virus, lo que significa una disminuciónde la infectividad
y por ende de la infectividad específica

Además, se comprobóexperimentalmente que virus purificados conser

van su poder infeccioso por más de 24 hs en soluciones de cloruro de ce

sio en TE de densidad 1,42 g/ml. El mismo disminuyó en más de 30%cuando

se mantuvool virus durante 5 hs. en una solución de cloruro de cesio en

TE, densidad 1,6 g/ml, siendo 1a inactivación del 80%cuando fué centrifiu

gado en las condiciones de la flotación. Estos datos corroboran la pórdi
da en infectividad antes mencionada.

Con el objeto de determinar la necesidad de este último paso para la

fracción A que afecta sin duda la estabilidad del virus, sometimosa una

ultracentrifugación en gradiente lineal de sacarosa (15-45%),muestras

de 1a fracción A antes y después de ser sometidas a la flotación. La

experiencia se realizó sobre un volumen de 4,5 m1 de solución dc sacarosa

en TE y 0,3 ml de muestra, en un rotor SW39 a 35.000 rpm durante 90 mi

nutos o

En las fig. 6a y 6b se muestran las curvas de absorción a 260 nm ob

tenidas en las condiciones mencionadas.
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Las curvas dc absorción a 260 nm son muy semejantes, lo que indica

ría que no hay una mayorpurificación con la flotación, siendo innecesar

ria entonces la utilización de este paso de purificación para la frac

ción A. En cuanto a la fracción B, se hace imprescindible 1a flotación,

ya que permitió la separación de las fracciones de diferente densidad.

Por último, si tenemos en cuenta la pérdida de infectividad que ocu

rre durante este paso y el no aumentode la zona g (ver fig. 6a y b) coin

cidiríamos con Bachrach ¡ón que tal pérdida de infectividad no implica la.

destrucción total de las partículas víricas (no habría grandes cambios

morfológicos) y por ende tampocovariación cn lo: caracteríltioae de se
dimentación do las mismas.

d2) Purificación por sedimentación en gradientes lineales de sacarosa

El fundamento de este paso de purificación se basa en el fraccionap
miento en función de las diferentes velocidades de sedimentación de los

componentespresentes en la fracción a centrifugar al ser sometida a una

aceleración determinada , a la que se le opone un gradiente de viscosidad

creciente. Estas diferencias se ven acentuadas en nuestro caso por el

uso de detergentes comoel dodecilsulfato o deoxicolato de sodio ((133) ,

que por unión con las proteínas presentes disminuyen su velocidad de se

dimentación, sin afectar las características del virus.

Conel objeto de confirmar la necesidad de la utilización de deter

gentes comoel deoxicolato de sodio, se trataron 3 ml correspondientes a

la fracción A51° CICs (tabla 17 ) con deoxicolato de sodio hasta 0.5%

concentración final. Fueron olarificados por centrífugación a 8.000 g du

rante 20 minutos y ultracentrifugadqs sobre un gradiente lineal 15-45%de
sacarosa en TE en 01 rotor Beclraon 30 a. 29.000 rpm durante 180.-minutos.

Otros tres mililitros de la mismafracción fueron procesados en las

mismascondiciones, excepto el tratamiento con deoxicolato de sodiol.

El aspecto de los tubos luego de ser ultraoentrifugados en las con

diciones especificadas, era idéntico. Presentaban tres bandas de"light
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. .
scattering. Dichas bandas correspondían a las fracciones: A1, A2, A3i
A ¡ A ' ’1’2
representaron lbs-resultados de absorción a 260 nm,de infectividad e in

yflA3¡ de las figuras 7a y 7b respectivamente, en las que se

fectividad específica de las experiencias realizadas en ausencia y pre
sencia de deoxioolato de sodio.

Sin embargo, la acción purificadora del deoxicolato de sodio a1 dis

minuir el coeficiente de sedimentación de las proteínas y no afectar el
de las nucleoproteínasïse puso de manifiesto a1 comparardistintas frac

ciones de las fiburas 7a y Tb. Por integración de las curvas de absorción

a 260 nm se obtuvieron las siguientes relacioneszA31/A3 a 0,81‘yIA¿/A7=

= 1,43 ó A3'/A6¡= 0,61 y A3/A7a 1,08; estos valores indican que hubo
una disminución en el contenido protéióo de la fracción a3.a expensas

de un aumento del mismo en 1a fracción A'.
6

Esto se traduce en un aumentode la infectividad específica de aqué

lla (ver Tabla 18).

En la Tabla 18 se resumen las características de la fracción de ma

yor infectividad específica luego de 1a ultracentrifugaoión en gradiente

de sacarosa de la fracción A con y sin deoxicolato de sodio.

TABLAN° 18: Eficacia de la purificación de 1a fracción A en presencia

y ausencia de deoxicolato de sodio

. Infectivi Prote- Infecti- Ffiítor
Fracción Volúmen dad total ina vidad l gïráfica- íendimiéntototal específica

— ' ml UFleo' mg gp x10T 7€

A 3,1 980 3,96 247 1 100

A n

sin BCS 2,4 670 1,17 570 2,30 GQS

A.

c_o_r¿D03 2,4 480 o, 58 825 3,35 49
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El aumento cn la purificación (1,45 voces) a expensas dc una disminución

dcl 19,5%cn c1 rcndinicnto, justifica la utilización dcl dcturgcntc ya qup
ésto fuC ul último pasU dc la purificación.

El ruuDPICZUdcl düduCíl sulfatc du Sodiu por dcnxicclntu, arrujó rc

sultgd s sinilnrcs un cuanta a la capacidad dv purificacián, aunque lus ron

dinicntos cran un 1.oc menorcs (35-45%). Uhn du las causas pusiblcs crm la

mayor inactivación producida pur ln tcnpcratura dc trnbïjo cun DSS(15°C).

Por 14 qu» rcspccta a la fracción B, un la figura 8 sc nuestra lg curva

de absorción a 260 nu, ubtcnid: al ultraccntrifugnr 0.3 nl du dich: fracción,

cn prcsoncia dc dcnxicolatc du audio on un ¿rndiuntc lineal du sacarosa

15-45} un c1 rutsr SW39a 35000 rpn durantc 90 uinutos.

Du la conpcraciCn du las figuras 7b y 8, sc cbscrva que par intcgraciCn

dc las curvas dc absorción a 260 nu la rclacién A6/A3- 1,64 cs muchcncncr

quc Bó/B3=20,rcsultados quo gran predeciblcs, dCbidu a la muybaja infcctivi—
dnd específica du la fracción 3 rcspoctu e la A.

En la Tabla 19 sc nuestra la eficacia del pee) dc purificación para la
fracción B.



D.O. 260 nm
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TABLAN° lgerficacia de 1a purificación de la fracción B en presencia de
dcoxicolato de sodio

aVbluu Infecti- Prote- Infectivi Factor de Rendimiento
fracción men vidad ína dad purificación

total total específica
7

ml UFleO7 mg 922- x lo - %
EE_BE°t

B 0,3 3,8 4,75 B l lOO

B 0,32 8,1 0,1 81 10 21

El bajo rendimiento obtenido en la fracción B respecto de la A por la

'aplicación de un mismoproceso de purificación se puede explicar de dos

maneras no excluyentes:

a) Debido a la mayorproporción de particulas virales en la fracción

B2 respecto de la A2, lo cual se confirma con lo: valorew calculados por
integración de las curvas de absorción a 260 nmde las figs. 7b y 8, según

los cuales B2/B3 = 0,27 mayor que A2/13= 0,16.

b) Debidoa la major adsorción de partículas virales por la fracción

de menor velocidad de sedimentación BG, lo que representaría en definitiva
una mayordistribución de partículas virales en las distintas fracciones
del gradiente.

Por otra parte, la baja infectividad específica de la fracción 33
respecto de A indicaría una mayor impurificación con proteína no viral y/o3
heterogeneidad en cuanto a la infecciosidad de las partículas virales pre

sentes en dicha fracción, posiblemente de menor densidad que las normales

(ver tabla 17), lo que sería posible debido a las características de este
paso de la purificación (Fraccionamiento en función del coeficiente de se

dimentación).

Con el objeto de determinar si las fracciones A3 y B pueden ser des3

dobladas en componentesde distinta densidad se realiéó una flotación con
'4 .. .:

L .L L
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dichas fracciunos un las mismas condiciones doscriptns un el nétUdu seguido

por Bachrnch (57).

La flottción du ln fracción A' dió :rigun a una banda du LS que Su ubi

có cn la Zona dc dunsidad 1,42 gfinl.

La flotación de la fracción B3 dió origun a dos bandas muy tonuvs du LS
ubicxdzs un la Zuna dml gradientu du densidad 1,31 gfiul y 1,42 g/ál rgspcctíf
vanbnto.

En 1: tabla sp rcsunun las características du las frxuoionos A'3 y 33_
intos y después do la flutación.

_EABLAN° 20 : gggpprcción du las fr cci nos A'3 z 33 pur 00ntrifu¿aci€n en
¿radiyntc dv ¿unsggpd G0 cloruru 60 qggig

volunpn Iníüggividnd Pr%3%gïa Ig oqtigiï_ Faagur ¡Aznal

fraocmn ¡:1 UFPx 107 ng ¿3128110? guriti- 511m“.gprot. nclun %

A' 3 4,9 392 0,495 79o 1 '100

A‘3 d81,42€./='310,8 100 0,43 23o 0,29 25,6

B3 3 13o 0,69 188 1 100

B3 d: 1,42g/n1 0,21 15' 0,182 82 0,44 11,5

B3 da 1,310/21 0,25 0,6 0,120 5 0,027 0,46

Su rvpitv también un pato cas: una inzctivación ¿01 virus por acción dul

cloruro do casio (solución do dunsidad - 1,60 5/33.

Sin unbargu este paso su hizv nucusnrio cn 01 cas; du la friccián B3, ya
quu pcrnitió la Sep ración d; str: fracciCn de difcrvntps características un
cuanto a su ounposición quíuic , y¿ 0a a nivul ¿0 las virihncs o pur la prq
sencia dclprutvínas 0xtrañas asuuindrn a ulla.
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_CUADROcmgggglyo DE ¿(Ls METODOSUna-amos

rfótodo dv Bachrach Mítodo propuesto

FEEthidU Rendi- Trata- FaCtOrdo Rendi
Material Tratamiento puriflcación miento Material mient o purificación miento

N°  . M" /° - - 7L

1 Suspensión 1 100 SusPen- l 100
vírica ori- sión ví
ginal rica ori

ginal

2 Material l con, 33,6 7,3 Material 27,2 24
centrado, des- concentra
proteinizado y do, despro

oclarificado teinizado y
(ver inciso )) clarificado

(ver inciso 2)

3 Material 2 lue- 1650 3,21 Material 2 1330 10,6
go de lor. Cle luego de 1er.
(ver incis C3) ' Cle (ver in

ciso 01)

4 Material 3 luego 1980 1,48 Material 3 4550 5,2
de 2 - Cle {ver luego de gra
inciso dl ) diente en sa

carosa DCS
(ver incisdz)

5 Material 4 lue- 710 0,134
go de 3er. Cle
(ver incisdl)

De la comparación de

respecto del de Bachrach,

lbs dos nítodoe se deduce 1a ventaja del propuesto

en la purificación de material infeccioso proveniente

de cultivo Fr uk 1. Los valores tanto de purificación comode rendimiento son

mayores en el método propuesto.

Esas diferencias están basadas fundamentalmente en la capaCidad de infec

tar células por el Virus aftoso, ya que para el cálculo de purificación y de

rendimiento, se consideró la capacidad de formar placas.
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Esto no implica, por los resultados mostrados hasta ahora, que el materia;

obtenido por la técnica de Bachraoh, está impurificado (presencia de mpléculas?

y/o restos celu4sres)-ni que el númerode partículas víricas obtenidas sea
menor. En último caso, sólo dice que el númerode partículas infecciosas re

-cuperadas es mayor en el méïodo propuesto respecto del de Bachrach.
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Ea Pureza I caracterización de las fracciones aisladas porlss métodosdesa
rrollados

el. Espectro de absorción en UVdel virus aftosonpurigigggg

La curva de absorción que se muestra en la figura 9 corresponde

a la fracción A'3 de virus purificado por gradiente'ifl sacarosa. Mues
tra un pico definido de absorción a 259 nm y un mínimo a 239 nm; La reI“—

ción de absorción máximo/mínimoes de 1,39, mientras que la relación

absorción a 260 nm/absorción a 280 nm es de 1,76 correspondiendo estos

valores a los del virus aftoso purificado.

El coeficiente de extinción porcentual a 259 nm Eáég nm,DO 259 nm
l C

donde D0259nmes la absorción a 259 nm del virus determinado eng/100 ml
cubetas de l cm de lado y C g/lOO m1 es la concentración del virus

en g/lOO ml .

La fracción A5 presenta una absorción a 259 nmde 0,510 (corregi
do por LS) y una concentración de proteínas expresada comoalbúmina

de 45 ug/ml. Asnmiendoque el virus aftoso posee un 70%de proteína,

la concentración de virus en g/lOO m1sería de 0,0064. El coeficiente

de extinción calculado para.13 fracción A3‘ es E229nm: 79,2.

El espectro de absorción de la fracción proveniente de la flota

ción en cloruro de cesio purificado según la técnica de Bachrach (3er.

Cle) presenta el mismoespectro de absorción quel? fracción A '. El
_, 3

coeficiente de extinción calculado es E:;9 nm: 73,8 para una absorción
a 259 nm de 0.450 y una Concentración de proteína como albúmina de

4275 “8/133”

Las diferencias entre los valores de los coeficientes de extinción

entre las dos preparaciones A3‘ y 3er. Cle no son significativas, ya
que distintas preparaciones correspondientes a un mismométodo, pre-'

sentaron coeficientes de extinción que variaron entre 69 y 88.
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02. UltrnCpntrifggaciGn analítica

Las suspunsicnus dc virus (A'3 y 3a.. Cle) un tampónTEfuur;n analiza
das pnrfi determinar la houoguncidïd du las nisuws, un un: cvntrifuga Sáincc

nodclg E.

El rgsultado du la ultracUntrifuéaoión finalítica para c1 virus purifi

CGduSegún la técnica du Bzchrnch (3cr. C1Cs) sc indica un la figura 10 (loo.

cit.). DiChunatLrial no us honugínooun la ultrficontrifugación analítica;

pruaunta pur lu Dunas 4 picos dc diferentus vvlucidadus de scdiuuntación.

En la Tabla 21 Su rusuncn las caractprísticas du la ultrncuntrifugaoión

analítica par ul pics du mayor intcnsidnd de la figura 10, corrospondióndulo
TE

un valor fic la constant“ du sudinuntzuión z 820 n 123,96 unidades Svgdvurg.

TABLLNe 21: Cïracturísticcs du ngdinuntáción para ul pico do unycr intQQEÉdnd

{Fracciín 3er. Cle)

Virus 3er. Cle

Fotu Nf l 2 3 4 5

“Sub 50° 45° 45" 45r 45°

distancia en cn. 0,9324 1,4691 2,0046 2,4158 2,8300

tiunpu cn minutos 5 13 20 25 3a



¿íchiiéren’ópticó'dél v1
qumétodo de Buchrach

A¡ichlgerehÏóptiódídéljriÏMathfosdfivprlfiéadó”¿#8 j
‘;1 metodq.prpppestor' “ ' ‘“ *



—81

Tcniende cn cuenta que la velocidad de sedimentación es función de 1a

densidad y viscosidad del solvente (cn nuestr; caSu TE), fué necesario es
tandarizar cl valor »btenidu de la cwnstante de sedimentación.

Por aplicación de 1a fórmula de estandarización

TE TE _ W

(1) sW = s . _Ï39____ ( 1 ‘ V D20 )
20 20 n ¿o 1 _ v D 26 en la cual:

S = constante de sedimentación en agua a 20°C

S = constante de sedimentación en tampón TE a 20°C

a volumenparcial específico del virus4| ll

l]
W

nñ viscosidad del agua a 20’C
¡32
¿o

D20 =
TE
20=

a viscosidad del tampón a 20’0

densidad del agua a 20’C

densidad del tampón TE a 20°C

Para el virus aftOSu en tampón TE bajo las Condici>ncs empleadas por

nOSQtrcson la ultr centrifugación analítica, tenemos quo:
JJ

=
0

v = 0,7 (por tratarse de un virus esférico: valor semejante al del poliovirus)
82 123,96 unidades Svedverg

W . .

n20: 1,0050 ccnt1p01s
TE . . . ., .

n20 = 1,0904 cont1p01s (para su determina01on ver Materiales y Métodos)

¿W o 9982 / 120 7 g a
TE

Bco = 1,0112 g/m1( para su dctcrminaciCn ver Materiales y Métodos)
W

El valer chregide de la Constante de sedimentación es: S2o a 138,7
que cuincidc con al del virus aftosa (57).

El schlicren óptico para el virus A'3 (purificado por gradiente de saca
rosa) se muestra en la figura 11. Se observa una sola banda, lo que indica
1a homogeneidadde 1a preparación cuyas características de sedimentación se
resuncn en 1a Tabla 22.
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TABLAN° 22. Características de sedimentación de la fracción A'
3

. A,
Virus 3

foto N° l 2 3 4 S

Angulo 40° 40° 30° 30° 30°

distancia en cm 1,3922 1,7802 2,0984 2,3406 2,5914

tiempo en minutos 3 8 12 15 18

TE
El valor calculado deïh constante do sedimentación es: S = 124,34 uni20

dades Svedberg.

W

Utilizando la ecuacrfiíl)se tiene un valor estandarizado de 820: 139,1
que corresponde a1 S dul virus aftoso monodisPerso.

La diferencia entre las constantes de sedimentación de las dos prepara

ciones está dentro del error del método, lo cua1 indicaría que se trata del

mismomaterial según este criterio de pureza aquí utilizado.

93. Microscopía electrónica

La observación al microscopio electrónico de la fracción 3er. C1Cs(fi

gura 12) diluido 10 veces en TE y teñido con acetato de uranilo 1%muestra

partículas virales de 24 mu, partículas virales vacías, capsómerosprovenien
tes de partículas rotas J protoína de fondo contaminante.

La observación del virus A'3 igualmente diluido (figura 13) muestra par
ticulas virales de 24 mu, muypocas partículas vacías, así comocápsómeros de

12 mude diámetro provenientes de partículas virales (por ruptura espontánea

en sus unidades morfológicas, RNAy oapsómaros); no se observa proteína conta
minantc.

En amboscasos se observa deformación de las partículas virales comple
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tas, lo que indicaría una estructura no compacta de las mismas.

94. Centrifggación isopícnica en ¿radiante de cloruro de cesio

La purificación basándose en las diferencias de densidad de distintos

componentesfué utilizada para la obtención de la fracción que llamanos

3er Cle (flotación según el métodode Bachrach (loc. cit.), pero nocpara

1a obtención del virus A‘3 (gradiente de sacarosa).

Sin embargo, 1a determinación por refractometría (ver Materiales y Méto

dos).de 1a curva de densidades deíh flotación en cloruro de cesio utilizada

por Bachrach, da comovalores extremos de densidad 1,8 g/hl en el fondo del

tubo y 1,0 g,m1 en la parte superior.

La capacidad de fraccionamiento de este método es función de:

a) la pendiente de la curva de densidad

b) del númerode fracciones recolectadas

c) la cantidad de virus centrifugado (ancho de la banda de LS)

En nuestro caso, para una cantidad determinada de virus centrifugado,

teniendo en cuenta, que elrrango de densidades está comprendido entre 1,8 g/hl _
y 1,0 g/ml y que se recogen 3 gotas por fracción dando un promedio entre 25

y 30 fracciones, el límite de resolución entre dos fracciones consecutivas

estaría entre 0,026 y 0,032 g/ml.

Exporimentalnente se mostró que por contrifugación de 5 mgde proteina

viral, el ancho de 1a banda de LS correspondía a 3 tubos con un rango de

densidades entre 1,38 g/al y 1,47 g/nl aproximadamente.

Asumicndoque 1a densidad del virus aftoso es de 1,42 -1,43 g/ml vemos

que por este método no podemospurificar el virus de aquellos componentes ex

traños con densidades entre 1,38 - 1,42 y 1,47 - 1,43 g/hl.

Conel objeto de aumentar el limite de resolución de la centrifugación

de equilibrio en cloruro de cesio, se modificaron las condiciones de centri

tugación de acuerdo a lo siguiente:

1) CentriÉggagiég_isgpicnica_en_clpruro_de_cesiqL_d9la fracción áor. Cle

El virus proveniente de 1a centrifugación en doble fase orgánica y de

cloruro de cesio luego de ser flotado en las condiciones especificadas por
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Bachrach, se llevó a densidad 1,430 g/ml con tampón TEy solución de cloruro

de cesio de densidad 1,86 g/ml en el mismotampón. La centrifugación se rea

lizó a 4°C en el rotor S W dela ultracentrífuga Spinco L 2-50 a 39.00039
rpm durante 13 hs.

Terminada1a centrífugación se recogieron fracciones de 3 gotas cada

una pinchando el fondo del tubo. Se determinó 1a absorción a 260 nmy la den
sidad de las distintas fracciones.

En 1a figura 14 se muestra el resultado de esta cantrifugación.

E1 ancho del pico mostrado en 1a figura corresponde a un rango de densida

des cuyos valores están comprendidos entre 1,48 g/ml y 1,40 g/ml.

Además1a asimetría del pico indica posiblemente una mayor contaminación

fundamentalmente en las fracciones de mayor densidad.

Con el objeto de confirmar la presencia de impurezas así comode poder

aislar virus purificada, se sometieron las fracciones indicadas en la figura

14, a una nueva centrifugación. En un tubo del rotor S W”se mosclaron las
fracciones 5-8 y 12-15 que corresponden a un rango de densidades comprendido

entre 1,475- 1,45 g/ml y 1,420 a 1,395 g/ml respectivamente.

En otro tubo se centrifugó 1a parte central correspondiente al pico de

la figura 14.fracci6n 9-11 con densidad entre 1,445-1,425 g/ml.

Las fracciones así separadas se llevaron a una densidad de 1,420 g/ml en

cloruro de cesio antes de 1a centrifugación.

La misma so reaiizó a 35.000 rpm durante 16 hs en el rotor SW39y mostró
en el tubo que contenía las fracciones 5-8 y 12-15 tres zonas de light

scatterine; mientras que el de la fracción 9-11 presentaba una sola banda muy
intensa de LS.

21} '
En 1a figuragéa’áo muestran las curvas de absorbancia a 260 nmy de

densidad correspondientes a la centrifugación de las fracciones 5 a 8, 12 a 15

y 9 a 11 respectivamente.

Eh 1a figuraiuésse observan tres picos de absorción a 260 nmlos que
15a
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osrrvspondon por su ubicación a las true bandas dc “light sccttpring" ob5urvc

das. La aparicián dv estos trvs picos descartó la posibiliiüd d“ qua c1 anchu

dcl picu obtunido en la figura 14 sv hubibsc Cubido a ln gran canti

dad dv partículas víricns.

La prhspncic dv por lu Runas trgs fraccí nun db dgnsidnd definida puvdv

rgspondpr a difurwntus causas, entru otras!

1-1 Prgsuncia d¿ i1purwzas

1-2 As OiJCión dv viriunus o pr.t,ínas y/u ácidos zuclnicos
1-3 Difvrvnuias gn las caractgrísticcfl estructurzlps du las partículas

víricns

1 1-4“Difuruncin du pvnhtrnción ¿ol cloruro du cosio un las partículas viri
cas

1-5 Ruptura parcial o total da lus viriunus un sus componentvsestructural."

La dutvrnintción de las curvas dv infvctividad g infhctividad ¿Spacífica

(UFP/unidnd de D0 260 un) nos nupntrn (Fi¿ur3 15a una muy baja infoctividnd

ospvcífica cn V1pico dv mayor dbnsidad (fracción dv dcnsidad 1,45 3/21).

Pur vtr: parto, l s val rhs ds infuctividnd “spucífica s.n Sung‘antqs pa

ra luS otros picas (fraccionns d. dunsidadus 1,44 y 1,41 g/nl) y nuustr n qu“

c1 uíxiuo c1vIE sc ubticnc un las fraccioncs du dgnsidad 1,42-1,43 g/hl que

correspondg a ln dpprvsián untrp ustus dns pi0vs.

La fi¿ura 19°nuvstr: un salu pico cuya náxinu sV ubic: on 1a Zona du dun

sidad 1,424 gfinl (la dynsidcd ¿ul virus aft Su purificada Vs dv 1,42-1,43 5/31).

C n ul ÚijtJ du dotarninar 1a purwzadq las distintas fraccionps aisla

das, sa vbs¿rvarun a1 microscupio VlvctrániCu las fracciunvs: 9,12 y 17 ¿o la

figura 1553"11-17 dc, lo. figura 11h.

Las nicrografías Carruspnndiontos sc nuustran un las figuras 163, b, c, y d.

Du 1a .bsvrvaoión do las mismas Sp ouncluyc quv un las fracci-nws 9 y 12

(fig.. 16a y b) hay puccs partículas viralcs y nucha prutpínn cmntnninantc.
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Micrografín electrónica de 1a “fracción
por ultracentrifugaclón isopícnica del virus aftosa.
Tlnción negativa con acetatq de uranilo 1 ¿if

.Aument99_600.000 x_.,r x. ' " :_ . '_.



ripura“ 16° Microgmfía electrónica de la "fracción'17'. obtenían"
.. . .. . "'-"porultracentrifugucic'm Isopícníca del virus aftosa

111216161)negativa con acetato ¿ramita 1 1,6,1 - " ’
'fiumentOg-jlfvü,009_x-' '- -” - 



' laura 16dgl-Zicrogmí'íaelectrónica de 1a 'fraoción'II-I'I‘obteni
‘ . ‘ .<- por ultracentrtfugaoión isopíonioa del.'v1rusqaftoso.¿:

'Tinción negativa.con acetato de umnilo 1 ,6?“ ‘
Aumento; 5%.000 1'... " r ' " '



En 1a figura 16a se observa además la presencia de restos celulares par—
ticulados.

En las figuras 16 o y d, hay gran cantidad de particulas virales, algunos

capsómeros de 12 nmy no hay proteina de fondo, ni restos celulares. Son por

lo tanto fracciones puras.

Teniendo en cuenta los resultados mostrados en las figuras 16 a, b, c,

y d, podemos decir que la fracciónl? se caracteriza por tener: a) baja infec

tividad; b) baja infectividad específica; c) ser pura a traves de 1a micros

copía electrónica y d) por el gran númerode partículas viricas presentes en
esa fracción.

En función de los resultados, se puede concluir que gran parte de las
particulas viricas presentes en esta fracción no son infecciosas, aunquese

muestren al microscopio electrónico con las mismascaracteristicas que las
particulas normalesdel virus aftoso.

Por otra parte, las fracciones 9 y 12 se muestran impuras al microscopio

electrónico, con pocas particulas virales, las que probablementese hallen

asociadas a nucleoproteinas de alto contenido de ácidos nucleioos ( mayor de

35 fi ) lo que justificaría la densidad de la misma.

Por último, la fracción 11-17, muestra una alta infectividad específica

5,5 1 lOle UFP/unidad de D0 ), es pura al microscopio electrónico y posee una
densidad que coincide con la del virus aftoso puro.

2Q Centrifugación isopícnica en cloruro de cesio de 1a fracción A5

El virus proveniente del gradiente de sacarosa (A5) se llevó a densidad
1,430 g/ml en las condiciones ya mencionadas, y se centrifugó a 32000 rpm

durante 18 horas en el rotor SW39de la ultracentrifuga Spinoo L2-50.

Luegode la centrifugación, se visualizó una sóla zona de "light scat
tering" en el centro del tubo.

En la figura 17, se muestra la curva de absorbancia a 260 nmy de den

sidad de las distintas fracciones del gradiente.
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La curva de abSerción a 260 nn nuestra un piCQ sinótrico con Bu mínimo

ubicado en la zona de densidad 1,425 (vor semejanza con la figura le).

La observación al microscopio electrónico de la fracción 15-20 de di

cho pico, diluída a la mitad con TEy ubicada en el rango de densidades

l,42-l,43 g/bl, nuestra únicamenteparticulas virales de 24 nu y capsóaeros
de 12 nu (Fig. 18).

0.5 )Electreforesis en gel de poliacrilanida

Fué utilizada comocriterio de pureza y dc caracterización de la frac

ción vírica purificada A'3.
El fraccionamiento se basa cn las diferencias de movilidad de las

distintos componentes. Esta es funciCn de sus pesos moleculares y de las

cargas eléctricas netas on el tampónde corrida.

La utilización de este método con ol virus entero (geles de 5%a 10%

do poliacrilamida) mostró una banda de muypoca movilidad y otras de mayor

movilidad que Curresp ndían a pr ductis de ruptura del virus.

Debido a la facilidad de ruptura del virus aftosa en sus componentes

no se pudo utilizar este nótndo Comocriterio do pureza.

Sin embargo,la caracterización dc las diferentes fracciones proteicas

obtenidas por degradación del virus on presencia de nercapt etanol y urea

8 M 148 eruitió utilizar estes resultados comomodelode c): araciín9

para nuestra fracción purificada.

La fracción llamada A‘3 fué Suflbtidü a1 tratamiento Conmercaptoetanol
y urea, y Corrida en un gel 7%en acrilamida y urea 8 M en las condiciones

especificadas en Materiales y MCtodes.

En la figura 19 se nuestra el aspect- del ¿el luego de la electrofore

sis y de lg tinción con Anidn Schwartz, con el densitngrana carrespondiente.

La obtención de 6 bandas preteicas coincidió con lo btenido previancnto

(148) Canvirus purificados provenientes de cultiVos en líneas Celulares.
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96) Caracterización serológica de las diferentes fracciones purificadas por los
dos métodos desarrollados. '

La reacción de fijación de cumplemento según el método de afifiágfifinïvor

Materiales y Métodos)fué utilizada comocriterio comparativo entre las frac

ciones purificadas 3°Cle y A'3 (purificadas según el métodode Bachrach
y del gradiente de sacarosa). Para ello se determinó la relación de fijación

de complementocruzada de las diferentes preparaciones de virus frente a

antisueros (Ac) correspondientes a distintos subtipos serológices del virus

afteso. La titulación de los antígenos se realizó en las condiciones es

pecificadas en Materiales y Métodos.

En una primera experiencia se realizó una reacción de fijación de comple

mento utilizando comoantígenos: a) virus aftoso subtipo A25(Virus original),
b) la fracción obtenida luego de una purificación parcial por esntrifugación

en gradiente de clorurecb cesio, c)la fracción purificada por el metodode

Bachrach (3er. Cle) y d) la purificada por el métododel gradiente de sacas

rosa(A'3) y comoanticuerpos los antisueros obtenidos contra virus cuyos

subtipos serológicos eran A24, A25 y A26.

En la Tabla.233'figura,20se muestran comoejemplo los resultados obte

nidos cuandose utilizó comoantígeno el virus original, frente a los anti

sueros A25, A24 y A26.

Eh todos los experimentos realizados se tuve en cuenta la anticomplsmen
taridad de los antígenos(usando sistema completo sin Ac) y delas antisueros

(usando sistema completo sin Ag). Para los ug de proteína de Ag utilizados

la anticomplementaridad del mismoera despreciable frente a la anticemple

mentaridad de los antisuoros. Por ésto, en los cálculos se tuvo en cuenta

sólo la anticomplementaridadde los antisueros.

La determinación de la fijación de complementoespecífico, es decir,

¡m1de complemento fijado en la reacción Ag-Ac por mg de proteína (Tabla 24 }

permitió cemparar las fijaciones de complementode un antígeno frente a

distintes antisueros(caracterización de las distintas fracciones) y de los
diferentes antígenos entre si (¿rado de_purifieaoión).



TABLAN'\2}: Fijación de complementoentre el virus original aubtipo A

y los antisueros A25 ’ A24 y A26

25'

log m1 61750 Antisuoro Absorbancia a. 5401173% de hemólisis LTubo H°
agregados Virus sin l-y

original virus

1 Ï.,080 P I - 0,315 30,6 0,441”
2 1 ,190 - 0,525 50 1

3 É ,365 125 — 0,810 78,5 3,651
4 1...485 - 0,938 90,8 9,87

5 4 0 - 1.025

6 4 0,3 - 1.035 100

7 í ,080 - 0,327 32,7 0,486
8 ï ,190 — 0,522 52,2 1,092

É ,365 424 — 0,804 80,4 4,102
10 1 .485 - 0,935 93.5 -'

11"} 0 — 1,003. 100
12 4 0,3 - 0,997

13 3,080 — 0,270 27 0, 37
11:. 1 ,190 - 0,457 45,7 0,842

15 É ,365 426 - 30,768 76,8 3,31
16 1 ,485 - 0,860 86_ 6,143

17 4 o - 0,994 100
1a a 0,3 - 1,006

19 1.,080 0,123 11,9 0,135

20 Í ,190 425 0,277 - 26,9 o, 360
21 1_,365 0, 5"8 - 56 1,273

22 1 ,485 0,778 — 75.3 3,049

23 _1_,080 0,231 -. 23,1 0,300

24 J¿,190 424 0, 409 - 40,9 o, 692
25 1,365 0,713 - 71,3 2,484

26 1,485 0,870 — 8'7 6,6'9'2

27 31,080 0,248 .'r'u|.' . ¿4,8 0,330
28 L ,190 426 0,426 - 42,6 0,742
29 Ï ,365 0,730 - 73 2,714

3° Ï ,485 0,859 i - 85,9 6,092— ”.__.-._
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TABLANC24.-Determinacióndelaeficienciadelafijacióndecomplementodurantedistintospasosdelproceso

depurificación.

Antígenos

ugdeproteínaAg

m1deC1/50mldeC1/50m1C1/50/m¿prot. fijadosporfijadosporfijadosporla elsistemalareacciónreacciónAg-Ac

Ag_Ac¿v

ISUEROS

AAAAAAAAA
252426252426252426

Virusoriginal ler.Cle 3er.C1Cs A.
3

Tampónveronal

0,2140,17280,16960,0590,02280,00760,70,270,09 0,5000,282—0,3450,132-49,118,6— 0,3490,2080,18850,1940,0580,02651765324 0,3890,2250,1860,2340,0750,02439012540 0,1550,1500,162__-___

4Fijacióndecomplementoenausenciadeantígeno( anticonplementaridaddelantisuero).

#7

DiferenciaentrelosnlC antígeno.

fijadosporelsistemacompletoylosfijadosporelsistemaenausenciade

-103



-104

Esto tipo do conpcráción cs válida ya que lus cxpyrinvntos fugron hechos

sinultáncanvnto. Io cs p siblu Compararexpuricncias rcnlizadas un diforyntos

días, a nomas que lan rusultadou sean cxprusndos o biun comounidades humulí

ticas 505/35 proteína o cdnu lo¿ d?ois C 1/50 ruquvrida para producir 01 50fi

dc honólísis/fig prutuína (ng dusis C 1/50 fijado pur ul sistpna-lug dosis

C 1/50 fijada por ul antisuurn).

Du la Tabla 24 su deduce una ruiación du purificwción reapuctv dal natu

rial uriainAI du 70, 250 y 560 vnccs para las fraccionus lor,CSCI, 30r..ClGn y A’3al

rcspcctivcuuntu. Estus Válurpfl carrvspundhn a la fijación obtnnidn frvnïp al

antisuurü honól ga (anti A25).

La cartcturización su visualiza nchr ¿Ut¿rninanduc1 puerntÏjv du la
relacifin du cruzaniuntp. Su dotvrninnción su rualizn mediante la “cuación dc

Wurnqr scgánle.cual:
É

R - 100 (r1 x r2)

donde;

R- rolaoión dv fijación cruzada

r a fijación dal Ag, frunup nl antgquru hvturólvgo
c . o L l N

flJCClón del A51frunt al flntlsquu ngnfilugu

r2- fijación dal Agzfrunto al supra hutprólogo
fijación dul ¿52 frhntv nl'supru hauólugo

Para difurbntun val ros de R c rruspondundistintas carzctprísticcs no

rclógicas du lus antígunos un cucstián, cs duoir, para:

R <. 10 difoicncic db tipo shrológico

10 1‘ R4 33,3 subtip-Js muydifvruntus

33,3(R470,7 difvrunoir. dc, subtip-ss

70,71 R(100 ¿ml-¿nome dentro m1 :nisnu subti'pu

En la Tabla 25 sc vsuuun luB p.rovnt¿jcs dq la rolnoión dc fijacián cru

zada dyl nntbrinl original (ounsiaurndu Aghonólcgu) fruntp a las fraccivnos

ldr Cle, 3ur ClCa y A‘3.
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¿BLAN° 25: vaación dmfijación de coqp}vnvntc¿ggpzndopara las distigïgg
. h 'o c ' ' aah»fr*001 n s purlflc ‘“°

n." 4’”; a 4 ' >

Material Trata ml C IZQO r Ïj/QS. ri 26/25 R “"72) ‘, R' '26/25, - 1 li ¿1 li
N" miento ug prat.dn Ag .

245" 26 26
i AÏtluÏvrÜ: 100(r1%%'fi:#25) 100(Egïïzrizs)

25 24 26 "

l Matvrlal o,
original

2 lvr Cle 49,4 18,8 - 0,380 - _3B,1, 

3 3Vr Cle 176 53 24 0,301 0,136 34 13,2

4 A'3 390 125 40 0,320 0,103 35,2 11,5

Dc la Tabla 25 su Concluqywquo ol cuupvrtüjignt\ del antíguno A frpnto
25

a las antisuuras A24y A26¿ucrdg und rvlación d“ difcrpncias du subtipqs muy

gr:nd¿ con ul A26 mientras qu“ c:n v1 A24 la difurunoia es muchoaunar.

P-r otra partu, la purificación par las métndusaquí d¿script s dió ori

gun a frñcoionus vírioas quu nanticngn la diana rolación du fijación cun l-s

antisudrvs A y A26que gl natgrial original ¿u partida.24
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F. Heterogeneidaddel virus aftoso purificado. Su caracterización
I

Durante la purificación del virus aftoso, proveniente de cultivo Frenkel,

por los dos métodos aqui utilizados, sc observó la presencia de fracciones

que diferían en la velocidad de sedimentación y/o densidad.

Dichas fracciones fueron analizadas con el objeto de determinar su na

turaleza fisicoquímica y biológica.

f1: Fracciones gue difieren del virus aftoso mqngdispcrsoen su coeficiente
de sedimentación.

De las diferentes fracciones obtenidas en ol último paso de purifica

ción, cuandose utilizó la ccntrifubación engradiente de sacarosa(Fig.7b)tres

presentaron alta infectividad específica A‘l, A'2 y A'3.

De ellos 1a fracción A'3 corresponde por el valor de su coeficiente de
sedimentación al virus aftoso monodisperso.

Las fracciones A'l y A'2 por tener mayor coeficiente de sedimentación

que A'3 podrían tratarse de partículas viricas purificadas en diferentes es
tados de agregación o asociaciones de virus a proteínas y/ohácidos nucleicos.
Por otra parte, cuando se utilizó la técnica de Bachrach se obtuvo una frac

ción llamada 3er Cle que por ultracentrifugación analítica mostró que dicha
fracción era heterogénea.

Conel objeto de determinar una posible correlación entre las fracciones

obtenidas por ambosmétodos, una alícuota de la fracción llamada 3er. Cle

fué centrífuguda en un ¿radiante lineal de sacarosa 15-45%en tampón TE en

las mismascondiciones doscriptas para la obtención de la fracción A3 (en
ausencia de deoxicolato de sodio).

La curva de absorción a 260 nmcorrespondiente a esta centrifugcción se

muestra en la figura ‘+’

La presencia de por lo menos cuatro picos de absorción on el U.V. era

predecible porque este mismomaterial, presentaba esa heterogeneidad cuando
se centrifugó en la ultracentrifuga analítica.
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Además,porra ubicación en el gradiente se identifican con las fraccio

nes A'z, A's, A'4 y A’6 de la figura 7h.
I

De ellas,la fracción A4mostró al ser observada en el microscopio elec
.r6nico, muypocas particulas virales completas y una gran proporción de par

tículas vacías en las que penetró el acetato de uranilo.

f2 ) Capacidadde infectar células de las fracciones de diferente S
En la tabla se muestran comparativamente los valores de infedtividad e

infectividad específica de las fracciones A'l, A'2 y A'3

material voluzen infectividad proteína infectividad . ¿urendimien.c V
total total específica

7 7
- nl UFPx 10 ng UFP/ng prot.le 7%

A'2 1;? 75 0'235 320 7r7

¿1'3 2 .4 480 o ,580 825 49

4 Se considera 100%el virus antes de ser ultracentrifugado en el gradiente
lineal de sacarosa-DOC.

De los datos de la tabla se deduce que las partículas virales con capaci

dad de infectar células están distribuidas en la relación l:l,15:7,35 para

las fracciones A'l, A'2 y.k'3 respectivamente.

Por otra parte, las relaciones de infectividad específica son l:2,9:7,5.

Estos valores indican que o bien las fracciones A‘1 y A’2 están inpuri
ficadas con proteína o quo la capacidad de infectar celulas varía en función
del grado de agregación de los viricnes.

f \ Confinientes de_extinción_pgrgentual_gg_las_giferpntes fracciones

m" 1" Fabla 25 se muestran los valores de absorción a 260 nm y concentra?

ción proteica de dos experiencias de purificación de las fracciones A‘l y A'2.
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wannano 26: Coeficientes de extinción porcentual de las fracciones de mayor
coeficiente de sedimentación que ei virus aftosa monodisperso.v

Experimento Material Absorción a Concentración Coeficiente de
259 mu proteica extinción

porcentual#
1:!

N° g/nl x 10’6 E ’°
259

A' 0,232 31 52,5
1 1

A'2 0,320 30 74,8

A'l 0,194 23 59
2

A'2 0,210 18 82
l

w
a

Los coeficienteI de extinción fueren

oelculados teniendo en cuente quela composición del virus es de un 30%de RNA

y 70%de proteínas.

Teniendo en cuenta los valores de la tab1a_26 , vemos quo el coeficien

te do extinción promedio de las dos experiencias es a 55,1 para laE 1%

259- 18,4 para A‘2 . Este último valor coincidió con el

determinado para la fracción A'3 y con el del virus aftoso purificado por o

fracción A'l y E

tros tnvestig.dorcs ( 57 ), no siendo entonces diferente, según este criterio,

la composiciónquímica del virus aftoso en las fracciones A'2 y A’s. Por otra
parte, 01 valor e 55,7 de la fracción A'l más bajo que el del virus afto

1
E

259
so purificado indicó una relación aproximadado proteínas a ácidos nucleicos

de 79:21 (ver Materiales y Métodos).

La fracción A'l no estaría constituido sólo por viriones ya que por
lo menoshabría contaminación proteica. Su elevado coeficiente de sedimenta

ción sería entonces explicado por 13 formación de agregados uacronoloculares

de proteína (virales o no) con partículas virales. Esta conclusión se confirnfi

por la observación al microscopio electrónico quepcrmitió detectar proteínas
comofondo de la preparación.



electrónica de las fracciones purificadas.
del virus aftoso de diferente ccegicignte de sedimene‘
tación. a) Fracción A2 =b) Fraccion A . *" ' _

7Tinción.negutiva_ con acetato de urani o,
' s
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f4. Miorosocgíc olvctrénicn Cu.las fraccignuq A'E 1 A'3

En la figura 22 a y b Su muestran las nicr:¿rafías ¿lgctlónicns ourrus

pondiontos a las fraccionus A'2 y A' rvspuctivanhntp.3

En ambos canas su<bsurvan partículas intactas dv 24 au y capsfinur 0 du

12 mu. No su “baurvan partículas vacías ni prutgina du f nda contaminanth.

Ko s; pudiwrxnduturninar difvruncias nurfológicas “ntrg ambasfracciunua,

ni la ultravstruoturc du las partículas par est“ nit-¿u du tinciSn (carnotu
rísti a dal virus aftssu).

Fig. 23: Schlicrcn ¿ptica dc la fracción A'2

"-4.

En la figura 23 sp nuvstra c1 schligrun ¿pticv corrpspondiunto al üfltu

rial pr VJHiontgdv grxdicntu dv sacarusn, quo purmitió calcular ul val r ¿ul

-cocficigntg du stinuntcción dv la fracción A'2.
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En la tabla 27se resumenlas características de sedimentación de dicha
fracción.

TABLAun 27s Caracterización de sedimentación de la fracción A’2

Foto N° 1 2 3 4 5

Angulo 25° 25° 25° 25° 25°

Distancia

en cm 1,3208 1,6788 2,0587 2,2910 2,5514

Tiempo en

pinitos 5 8 11 13 15

TE
El valor calculado de la constante de sedimentación es 820 - 192,16 u

nidades Svedberg, corrospondiéndole una constante de sedimentación estanda

rizada de 8:6: 215 unidades Svedberg.

f 6) Densidad de las distintas fracciones

Conel objeto de determinar si las densidades de las fracciones 5'2 y

A'3 eran diferentes, se realizó una flotación en cloruro de cesio con las mis
mas (ver Materiales y Métodos).

umun tubo del rotar SWBiu>oentrifugó la fracción A'2; en el segundo tu
bo la fracción A'3 y en el tercero una mezcla do las fracciones A'2 y A‘3
(200 ug de cada una).

Luegodela contrifugació‘, los tres tubos presentaban una sola zona de
LS ubicada a la mismaaltura.

Las tres zonas du LS fueron separa as del resto del gradiente pipeteando

desde la parto superior de los tubos. No se encontró virus por encima ni por

debajo de las zonas de LS.
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La densidad do las distintas zonas se determinó gravinótricanento utili

zando una nicropipeta de 100 ul.

Los valores dotsrninados para las fracciones A‘a, A' y A' -A'3 fueron3 2

de: 1,423 + 0,007 g/bl, 1,421 i 0,005 g/hl respectivaiente (estos son los va
lores promedio de 5 determinaciones).

La no diferencia entre las densidades dc las fracciones A'2 y A'B coinci
de con los resultados obtenidos con la fracción 3er Cle ya quo por utiliza

ción del método de Bachrach se obtuvo una fracción de densidad 1,42 g/bl que

por ultracentrifugación analítica (figJÏh j y por centrifugación en gradiente

21 ),de sacarosa (fig. dió Qrigen a estas dos fracciones de diferonte coefi
ciente de sedimentación.
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f 7egaracterizeción seroló ica de las fracciones purificades de diferente coefi
ciente de sedimentación o

La determinación de las relaciones de fijación de complementocruzada para

un antígeno frente a antisueros homólogosy heterólogos, según la técnica de

BroQ-sby (ver Materiales y métodos, inciso 9 ) permitió comparar y caracteri

zar las fracci nes que diferían en su coeficiente de sedimentación.

En un primer experim nto so determinó la fijación de diferentes prepara

cienes víricas que Correspondían originalmente a un virus aftoso subtipo sero

lógico A25 frente a los antisueros A24, A25y ¡A26.
1 qEn la Tabla 28 se resumen los resultados obtenidos,e... ¿ ¿,

que son someüantes a los obtenidos en otrQQEÏH?fiEÏ:Évalgunos de cuyos ru5“1"

tados se presentaron en el inciso QE .

La fijación de complementoespecífica de los diferentes fracciones ncnriu
deradas permitió, por el mismO';rocodimiento mostrado en el inciso26 , le de

terminación de 1a relación de fijación cruzada respecto del virus original de

partida pero la purificación.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla Í) .

De le comparaciónde los resultados presentados vello: tablns25 y 29
podemosconcluir que las fracciones que corresponden a virus aftoso monoñ4"7”""o.

ya sea purificado en presencia c ausencia do deoxicolato de sodio (A'3 y AF),
conserva las relacionosúe fijación.cruzada del material de partida y de algunas
etapas intermedias (1er. Cle). Sin embargo,las fracciones de diferente coefi

ciente de sedimentación (A{1, A'26 A2) presentan un comportamiento diferente

frente a los antisueros heterólogos (fundamentalmentefrente el antisuero APi).
Este diferencia en el comportamientode las frqcciones, es debido al C”toial

de agregación de los viriones. El resultado obtenida con la fracción A'6; cr:
previsible, ya que dicha fracción corresponde a viriones rotos (partícu1"‘ del° r
las que se vió poseían un comportamientoserelógico inospecífico a nivel ’

subtipos ( 81).



TABLANo26:Protocolodelareaccióndefijacióndecomplementoparafraccionesdeaife;3ntacoeficiente

7T

desedimentacióndelvirusaftosofrentealosantisuerosA

1/50

25’A24y“26

ugdoprot.deAg1/50nlcfijadosnlc1/50fijadosm1c1/50fijados

lognlC fijadosporporelsistemaporlarcac.A¿eAcngprot.

tuboelsistemapor1areac.A¿-fic

A'nitieuof0sAntieuerosAntisuarosAntisueros
AAAAA
2524262524A26A'25A24A26AAA

252426

Antígonos

-Virusoriginal84Ï,331I,238I;23°0,214091728001596‘090593902280100750,70,270,09 FracciónA111,151565Ï,525-0,3680,334-0,2130,184-185160-‘. FracciónAéh0,4Ï,450Ï,5061,2600,2810,3210,1820,1260,1710,02031542850 Fracción15“0,6í,51oÏ,465ï,3100,3230,2920,2030,1680,1420,04128023768 FracciónA30,4Ï,577ï;325—0,3770,211—0,2220,061—552153__ Fracción4'30,6{,580{,353ï,2700,3890,2250,1860,2340,0750,0243901254o Fracción4'61,1ï,460Ï,355-0,2880,227-0,1330,077—12o7o_ ngpégveronql0ï,190ï,177ï,2100,1550,1500,162———---
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TABLAN°29:Relacióndefijacióndecomplementocruzadaparalasfracciones83diferentecoeficientede

sedimentacióndelvirusaftosomonodisperso.

m1c1/50fijados2'

r,24/25426/25R4/2526/29

r11R11

ns222122222deAK __t*.. A

MaterialAntígenos

l ' ..'-’_Í"VT'

t:Antisucros

lo“(r24/2524/25i100(r26/25,QG/ZÉÏ'

A25A24A261r1)11\-1

1Virusoriginal0,10,270,090,3850,12838,512,8

FracciónA'l185160—0,865—57,8_ Fracción12315428501,360,15972,514,4 FracciónA'2280237680,8480,24357,117,6 FracciónA3552153-0,276-32,5 FracciónA‘3390125400,3200,10335,211,5

7FracciónA!61307o_0,532-47,4NMQ’U‘W
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TABLAN030:Protocolodelareaccióndelafijacióndecomplementoparafraccionesdediferentecoeficientede

sedimentacióndelvirusaftosafrentealosantisuerosC160yC

i

Argentino.

PurificaciónAntígenos

No

Virusoriginal 1er.Cle

1l

A1
l
A2 A‘

3

tubo

20
0.5 0,5 0,5

ugdeprot.AglognlC1/50

fijadosporel

sistema

nlc1/50 fijadospor

01sistema

m1C1/50fijadcspo:lareacción Ag-Ac

nlCIZQOngprot.Ag

fijadospor1a reacciónng-Ac

Antisuoros

Antisucros

AntisucrcsAntisueros

C160

2,191 1,339 1,300 ï,3851,482

AAre

13074

167 258 276

C160CArg
0,1550,118 0,2180,147 0,19950,1815 0,2430,199 0,3030,189

'C
U160ArgC160CArg

0,013 3,075 3,0565

0,00420,60,21 0,0332511 0,0675113135 0,085290170 0,075320150

3,100 0,160

Virusoriginal lor.C1Cs

I
A2

vA3
Tanpónveronal

20 0,5 0,5

1,212 ï,374 ï,350 ï,530 Ï3155

1,008 “1‘,158 5254 ï,294 1'.057

0,1630,1196

0,144 05179 0,1965

0,236 0,223 09338 0,1430,114

0,320 0,393 0,380 0,195

0,005610,28 0,03031103 0,065160130 0,0825390165
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TLBLANc31:figlncióndofijacióndocaqglcnontocruzaaparalasfracci,nosdudiferenteSdelvirusaftosaanudis

porhcfrantcalosantisuorosCC,_

'L160z"-"nrguntlno

cgfcñ

''_G.1._"1UsiCCC

Puraí‘lMuOAntigümsulc1/50fiJ’LLr jr160Arg/160RArg/160

GaulunrialiR61

ngpr,tdeAgli

N°Fr;Antisucrns

CArg/ClsoC/016001m/0160CAr/C í

C160CArg100(1‘1¿riArgy;loo(.1»66Ji s160)%

lVirusoriginal0,60,210,353521erCICs25110,4439,213N11131351,1964,244°,,20017o0,8554,2—5A'33201500,4740,56Virusoriginal10,280,28—287lcrCle31100,323-30

84'216013o0,812-47,5

94'3901650,423-34

3

—nT'l'-.
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Conel objeto de determinar si estos resultados son consecuencia de las

características fisicoquínicas de las frecci nes o si sólo son función del tipo
serológico del virus purificado,zn repitió la experiencia con virus espe
serológica C160'

Las características de la fijación frente a los antisueros 0160 y CArg
se muestran en la tabla 3o para dos purificaciones diferentes de virus af
t bti o

oso su po 0160

La determinación do la fijación cruzada respecto dol material de partida
se nuestra en la tabla 31 .

De bn ¿stan d¿.lc table 31 so concluye quo hay una menor especificidad

de subtipo serológico para las fracciones do naybr coeficiente de sedimenta

ción que el virus aftoso nonodisporso,

Esa diferencia se pone de ¿anifiesto con mayor intensidad cn el caso del

virus aftoso tipo A quo en ul tipo C, aunque on ambos se manifieste.

Diferencias que dependen casitxclusivanente del estado de agregación

de las partículas virales y no de sus características sarológicas.
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CAPITULO IV

CONCLUSION

La purificación del virus do la Fiebre Aftosa según los métodos Conven

cionales utilizados con virus provenientes de cultivos de tejido, no os apli

cable al virus .btenido por cultivo en epitelio lingual bovino on sobreviven

cia. Esto sc debe a la menorinfectividad específica obtenida en dicho culti

vo respecto del proVeniento por cultivo de tejido.

El bajo rendimiento del virus purificado y on algunos caSUSla imposibi

lidad de purificación del virus por los Jótodos utilizados usualmente, llevó

a la modificación y adaptación do los mismosal material en estudio. Los

resultados mostrados indican que ol mítodo propuesto, permitió la obtención

do virus aftnso monodispersopurificado (según los criterios de pureza utili

zados (sección C).

Mediante ol método propuesto on este trabaje, se logró una purificación

de 4550 voces respecto del matorial original, que es aproximadamente ol do

blc de la lograda por utilizaqión del métodoBachrach.

Por otra parte, ol rendimiento-obtenido fué del 5,2%, que es aproximada

mente 40 voces mayor quo ol obtenido por el método de Bachrach (ver cuadro

comparativo de los métodos utilizados (inciso dz).

Los valores mencionados anteriormente, tanto de purificación comodo

rendimiento, se fundamentanon la cuantificación del virus aftosa por la deter

minaciSn do su capacidad dc formar placas. Es sabido que durante los prDCüSOS

de purificación, las partículas virales pierden en parte su poder infeccioso,
per lo que los valores ubtonides son valores mínimosya que hay partículas

virales no infecciosas que a pesar do ello conservan sus propiedades fisico
químicas.

La purificación determinada en función do los valores de fijación do

complementafrente a distintas oepas del virus aftoso (Tabla 24), indicó un

indico do purificación aproximadamente 8 Veces menor quo el ubtonido al con
siderar infecciosidad.
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Esto resultaao confirma observaci nos anteriores, según las cuales en el

material original hay gran cantidad de unidaCos flïrfUISBÍCñSo partículas de

12 nu y proteínas intr celulares específicas del virus Concapacidad de dar

ruacei nes du fijaciín de Complementopositivas aunque no sean infecciosas.

Tales antígenos Serían elininadns durante el procesa do purificaciSn.

Por otra parto, se carroberó mediante las reacci.nos de fij.cifin du 043

plenunto, que la purificación por el ufitdde propuesto ora apruxiuadennnte el

doble de 1g btenida por ol nítodo de Bachrach, lo que era previsible debido

a que le pruces s de desprwteinización San los mismos en anb»s métodos.

Durante el proceso de purifiaación so aislarun diversas fracciones de di

ferente enoficiente de sedimentación y/o densidad. De ellas, la fracción f‘fi
(fig. 7h) se mostró houogfineay sin impurezas al microscopio olectránico

(fig.22). El valjr dc su coeficiente de sedimentación (2108) indicaría de a"

cuerdo ConMarkhan(178),quo dicha fracción está constituida p;r partículas

virales agregadas on forma de dineros. La posibilidad de ser un artefacto del

:Gtodo de purificación, debido al trataniente con Solventes urgfiniCQsy/L

Centrifuéación en gradientes do cloruro de cesio, se puede descartar ya que

por el reemplazodul primer tratamiento, por precipitación con polietilen

glicol (inciso a2), y ol sogundotratamiento, por cromatografía on gel de

Sepharosa 2 B (inciso 02); ol material así tratado, luego do contrifugado en

un gradiente de saca_osa en las mismas condiciones que en el inciSo dz, nes
tró una curva do infecciosidad y D.O. sonejante a la de la figura 7h.

La caracterización físic¿quinica.de1 dinero (A’ en comparacifincon el2)

nonóacro (A'3), mostró que ambos p soían la misma composición quíaicn y den
sidad, difiriendo solamente en su eucficiente de sedimentación (succión F).

Sin embargo, la caracterización bi lfigiun nostrG que la infeccicsidad,

y las propiedades serolígicas eran diferentes (incisUs f y f7). La formación2

de agregadus de partículas virales, produjo una disminución on la infoctividaá
y modificá la estructura de las misma! de nanera tal que el comportamiento

frente a distintos subtipos del virus aftosa fuese diferente. Mientras quo

el virus purificada monodispersc, se conrurtaba en ÏOGCCiuando fijación do

complementocomosubtipe A25 (igual quo el virus original), el dinero lo hacía
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inespecíficamente frente a los antisuercs A (Tabla 29). Dicho compor
24 y A25

tamiento no fué específico del tipo A ¿el Virufl aftoso, ya que resultados

semejantes ne obtuvieron con el tipo C (Tabla 31) y el tipo 0 (resultados

no publicados).

Lo antedicho, implica que en preparaciones crudas de virus, hay que

tener en cuenta que el estado de agregación, asi comola proporción de parti

culas agregadas y no agregadas, influencian las determinaciones de infecciosi

dad y caracterización serológbcas de tales preparaciones.

De la mismamanera se ven afectadas las preparaciones de virus, en las

que, por efecto de condiciones de mantenimiento inadecuadas o de conservación

a baja temperatura durante períodos de tiempo prolongados, se altere 1a esta

bilidad del mismo,produciendo la ruptura parcial o total del virión en sus

unidades morfológicas, ya que éstas no poseen especificidad de subtipo en

las reacciones de fijación de complemento.

Se realizaron diversos ensayos con el objeto de analizar los posibles

factores que pueden afectar el estado de agregación del virus.

Los factores relacionados con el tampónen que está disuelto el virus,

que pueden aumentar el estado de agregación y a la vez la estabilidad del vi

rus, son; la presencia de cationes bivalentes, alta ÍUerza iónica, alto pH,

etc,; mientras que favorecen 1a desagregación: tampones de LUTAo citrato,

baja fuerza iónica, bajo pH, etc. (iesultacos no publicados).

La obtención de virus aftoso purificado, cultivado según el método de
Frenkel, posibilitó el estudio estrucutural (97) e inmunológicodel mismo, así

comoel aislamiento de fracciones de virus purificadas, que difieren en su den
sidad y que poseen muybaja infectividad específica, las que actualmente se

están estudiando en cuanto a su poder de interferencia con la multiplicación
del virus no;mal.



-121“

CAPITULO __v_

13231109R1._1FIA

1. Fracastorius, H.) B1. .1, Cap. 12 (Venecia. 1546).

2. Loofflor, F., hosoh, P.) Zentr. B¿.ctcriol. Par.*:sit'nk. Ab‘t. l, Origu

gg, 257»:59 (1897)

3. Sci. Rov. U.S. Agricult. Dcpt.¡ EL, 3 (1971).

4. Shahan, 3.8.; Ann. N.Y. Aoad. 301., 191, 444-54 (1962)

5. Hodgor, R.S.5 J. Cump.Pathol.; gg, 19-28 (1972)

6. Graves, J. En McVicar, J.," Sutm'óllor, P., Trantnan, R.¡ J. Inf-;Ct. Dis.:

12;, 366-91 (1971)

7. Scott, F.'-.’ï., Cot‘hral, G.E., Quintanas, P.; Ann. J. Vct. Ros. ¿1, 1531—"-'

(1966). I

8. van Bckkum,J.G. Frcnkol, 3.3., Fredericks, H.H.J., Frunkcl, 5.; Tijdsch»

Dicrgozncqshq Q4, 1159-64 (1959)

9. Burrows, 21.; 215.1315.Mtg. Ros.- Group Standir.-¿, Chch. Com. European Gomis,

Control EMDuFAO, Bona, Italia, 143-54 (1966;

lO.Burrows, R.) J. Hyg.: g, 81-90 (1966)

11.van B:.-kku:n,P., MoVicar, J., Cottral, 6.; Arch. Gcs. Virusforsch.z_2_3_,

227-35 (1968).

12.8utu8110r, P., McVicar, J.'.-'., Cottral, 0.3.; Prog. U.S. Livcrstook Sanit.

Assou. (Trabajo prcscntado on cl bongrcso dc Phoenix, AriZUnal(1-967))

13.Sutm511c:r, 1’., McVicar, J. W., Cottrcl, G.E.¡ Arch. gus. Virusfursch, 2_3_

227-35 (1963)

14'. 'fiachrach, H.L.,; Ann. RVv. Iiicru‘oiolq 2_2J201-244 (1968)

15. McVicar, J. W., Sutab'llcr, P.¡ arch. gos. Virusfursch. 2_6_,217-24 (1°’“‘

16. "Confor-¿nec on F\:ut-a.nd Month Dis-:.as_c", Gustav St;.rn Found:-.tiun, Inc. 21

25 do mayo 1973, Iíuuva Y.;rk, E.B.U.U.

17. von Magnus, 13.; Adv. Virus R(.S.l g, 59-79 (1954)

18. Palma, E.L., Huang, A.; J. Infect. Disu }_2‘9_-(4),402-10 (1974)

19.'Fagg, R.B., Biejbp, N. St. 0.; J. Hyg.: gg, 393-404 (1966)

20-. Pringlo, C.R.; Bull. OffiCc; Into-rn. Epizoot., 61 2619-28.(1964)

21. Rottggrdt, 1.11., Ezc=.rra, R., Inf. Diracu. Patol. Animal, M.A.G.Iï'.'¡17-2;

(1947)

22. Wawrzkiowicz,J., Wo. C.J., Brown, F.; Ach. gas. Virucfor (221.222,

337-51 (1968)

23 Tyrrol, 3.1.3., ilqllok 3.1.; Scicncc,:141, 152-3 (1963)



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33

34o

35o

36.

37

38.

39

4o.

41.

42.

43o

44s

-124

Burki, F.; Arch. gos. Virusforsch.z ¿:5 690-6 (1965)
Wildy, P.; Classifination ¿nd Nomenclatura of Viruscs. Mon-¿ruphs in

Virology. Kargur:Bascl. .

Newman,J.F.E., Rowlands, D.J., Brown, F.; J. Gon. Virol.:¿fi, 171-80

(1973)

Waldmann,0., Kobe, K.; Berlin. tiorarztl. Wouhsohr.: gg, 317-20 (1938)

Skinnor, H.H.; Naturon ¿92, 794-5 (1952)

Guilloapio, J. 3.; Cornoll Vct.z 44, 425-33 (1954).

Skinner, H.n.; Nature, 115, 1052-. (1954)

Mackowiak,C., Fontaine, J., Jorró, J., Stollmafih90., Rouniantzoff, M.,
Potcraunn, H.G.; Ropt. Mtg. Ros. Group Standinr Touh. 00mm., European

Commis. ontrol FMD,FAO, Roma, Italia 65-105 (1965)

Parar, A., Asso, J., Vor¿c, J.,z Comp. R. Acad. Sci.: gAÉD3698-3701

(1958)

Cunha, 3.0., Eiohhorn, 3.1., Am.J. Vot. Ros.t ggb 133-7 (1959)

Mayo, J., Lombardo, J. H.,Smolko,

Invnst. Aerop. INTA:}_(6)y 57-69.(1966)

E.3., Segura, M., Rivonson, S; Rev.

Bivcnsvn, 3., Lombardo,J. 3., Snolko, 2.E., Mayo, 5.; Rov. Invest.

Agrop. IETA: 4 (10) 129-44 (1967)

Hccko, F.; Zontr. Baktoriol. Parasitcnk. Abt. 1, Orig.: ¿355 384-414

(1930)

Mgitland, M.C., Maitland, 3.3.; J. Comp.Pathol. Thorap.: 44, 106-13

(1931) '

Fronkcl, H.S.; Bull. Office Intern. Epizoot.l gg, 155-62 (1947)

Frenkcl, 3.5.; Am.J. Vot. Ros.1 ¿g 187-90 (1951)

Sollors, R.F.;'Naturoa 11g; 547-49 (1955)

Bachrach, H.L., Boss, W.R., ballis, J.J.¡ Scionoc: lgg, 1269-70 (1955)

chrtini, 3., Nardolli, L., Panina, G.; J. Biochon.Miorobiol. ochnol.
Eng.z g, 327-38 (1960)

Ubortini, 3., Nardolli, La, Dal Potro, A., Panino, 6., Santoro, G.; Zen“
Veterinaornod.: ¿gb 93-101 (1963) '

Lennon, Ja, Strobbo, Rs, Mamnorick; M.3 Bulls Office Int. EpiZOOt.;51,

615-17 (1962)



-125

45 Rivonson, 5., Segura, M.; Rev. Invest. Gent-¿da¿BJ 293-9 (1963)

46. Polatniuk, 5., Bachrach, 3. L.; Appl. Microbinl.: 1g, 368-73 (1964)

47. MacPhwson, I.A., Stoker, M.; ViroloLy: ¿L6, 147 '(1962)

48. Mowat, 0.3., Ghapaan, w.G., Natura: 124, 253-5 (1962)

49. Capstick, P.B., Tclling. R.C., Ch¿p:n¿‘.1,W.G., Stcwc.-t, D.L; Nature-.2

3525 1163-64 (1962)

50..Salajov, E.L.; Bull. Off. Int. Epizoot.:_11, 935-40 (1972) --

51. Skinner, 3.3.; Bull. orr. Iht. BpizOUt.=53, 634-50 (1960)

52. Kormrot, A.) Bull. fics. Counc. Isrcdzl, Suot. 13.: é_E_,184-8 (1957)

53. Soibold, EJ", Cuttral, G.E., Patty, R.E., Gailiunas, P.; 5.1.1.J. VU-t.Rus.

gg, 806-14 (1964)

54. Scibold, H.R.: nu. J. Vot..Ro¿.z 39, 591-603 (1969)

55. DidcrhoL'J, H., Dintur, Z., Philipson, L.; Arch. Gas. Vi1‘usf.,>rsch.:_2_Q_

246-50 (1967)

56. Howat, G.N., Barr, D.A., Bc:m.:ctt, J..H.; Archiv. Gos. Virusforsch.: 2_6,

341-54 (1969) J
57. Bachrach, H.L., Trautznan, R., Brocsc, 8.3., Aa. J. Vot. 1105.: gi, 333-42

(1964)

58. Dulbccco, 3.; Proc. Nat. Acad. Sci.8 3g, 747-52 (1952)

53'. Coopor, P.D.; Advan..Virus. Rusa g, 319 (1961)

60. Sellers, R.F.; Proc. Roy. Soc. M.d.: 59, 915 (1957)

61. Sellers, R.F., Stewart, D.L.; Arch. Gas. Virusforschu 2, 594 (1959)

62. Sell-ers, R.F., Burt, L.M., tuning, 11., Stewart, D.L.; Arch. Gus. Virusrosch,

2, 637-46 (1959)

63. Bachrach, H.L., Callis, J.J., Hoss, .R., Patty, 3.22.; Virology: 4, 224

(1957)

64. Khora, K.S., Maurin, J.; Ann. Inbt. Pasteur: 25, 557 (1958)

651 Dintor, Z., Sib;lin, EL; 1-.rch.Gcs. Virusforschn g, 385-96 (1958)

66. Warringtun, 4.3.: Appl. Microbiol.l ¿3, 98-103 (1972)

67. Vallée, 3., Carré, 1.: Conpt. Rena. Acad. ici.» 114, 1498-1500 (1922)

68. Vialinann, 0., Trafiwrdn, K; Berlin. tiurarztl. ‘Vochschru 4g, 569-71(1926)
69. Rus;:;rch Instituto, Pirbright, Surrcy, Inglatprra; Report for thu years

1937-1953(w. chfcr Sons L7n., Cajbridgo, Inglaterra):
r

ya“.



7o.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79

80.

81.

82.

83.

84.

85.
36.

37.

88.

39.

9o.

91.

92.

93.

94

95

96.

-126

Research Instituto, Pirbright, Surroy, Inglaterra. Idoz'Janterior, 1954-55.

Brooksby, J.IB.; Ativanc. Virus Husa fi, 1-37 (1958)

Civoa, 4.; J. EIng gg, 325-39 (1929)

Brooksby, J.B.; 1ipoc. Rep. Sor. Agric. Ros. Coun. (Londros) No.12, H.M.

s.o. (1952)

chan, K.M., Traitnan, 11.; J. Innun.: 22, 729-36 (1967)

Hirtz, J.) Arch. Gcs. Virusfnrschn _6J124 (1955)

Mathoka, H.D., Goiss, E.; Arch. Gas. Virusforsch.: l , 327 (1965)

Prin¿,l¿, 0.3.; J. Gon. Viro1.: 4, 451-5 (1969)

Di. tzschdd, B., Kaadon, 0.11., Tokui, T., Bolt). 13.0.; J. Gon. Virol.:

1;}; 1 (1971)

Dictzschold, B., Kaadcn, O.R., Ahl. R.; J. Gon. Virol.: ¿2, 171-4 (1972)

Bradish, C.J., Brooksby, J.B., Tsubahara, Hu; J. Gon. Microbiolu 2_2,

392-404 (196o)

Bradish, C.J., Brooksby, J.B.; J. Gon. 21161-623161”gg, 405-415 (1960)

Brrzdish, C. J., Jowctt, R., Kirkham, J.B.; J. Gon. Microbiolngj, 27-51

(1964)

Romniantzoff, M., Fayct, M.T.; Ann. Inst. Pasteur: ¿L 833-851 (1969)

Ernwn, F., mick, J.; Virología i, 133-44 (1953)

Gramos, J. H., Cowan, K.M., Trautrnan, 3.; Viro'ogy: _3_4J269-274 (1968)

Cowan, K.M., Gravas, J. 13.; Fed. Procu gi, 615 (1966)

Cowan, K.M., Graves, J. 11., Viro-.o¿_.yz¿9, 528-40 (1966)

Brccsc, 8.8.; J. Gon. Virol.: g, 465-8 (1968)

Bruosc, 8.5.; .T. ocn. Virol.: 4, 343-6 (1969)

Talbuá, P., Rowlands, D.J., Burroughs, J.N., Sangar, D. V., Brown, FH;

J. Gon. Virol.: ¿2, 369-80 (1973)

Plañtorn..sc, D.N., Ryan, J.R.G.; Virologyz _2_6_,372-4 (1965)

Cuwan, K.M.; J. Izl'Junol.: 91, 647-53 (1966)

Brown, F., Sac-.13,:;.J.¡ J. Gon. Viro1.: 1, 115-127 (197o)

¿ J. Gon. Vil‘ulot ¿3, 85-93 (1971)

Polatnick, J.¡ Pr :c. Soc. Ehcptl. Biol. Mod“: ¿041, 27-31 (1960)

Rowlands, D.J . , San."L)23:, DoVo, Brllwn, Fo

Trautrnan, R., Savan, M., Brocso, 8.8.; J. 13:3.'vhozn.300.: gi, 4040-4

(1959)

Vasquez, C., Palma, E.L., Barrantes, F.J.; J. Microscu IA" 147-54 (1972)



.127

98. Rowlands, ILL, Cartwright, B., Brown, F.; J. Gen. Vírol. z 4, 479-87

(1969).

99. Van Oss, C.J., Dhennin, L., Dhennin, L.; Virology: ¿'23,428-31 (1964).

100.Br0wn, F., Cartwright,B. ¡Naturez 123, 1163 (1961).

101.Polatnick, J., Arlinghaus, R.B.; Virology: _3_1,661-8 (1967).

102.Pola.tnick, J. , Arlinghaus, R.B., Graves, J. H., Cowan,K. M.¡Virologyz

3;, 609-15 (1967)

103.McVicar, J. , Sutmoller, P.; An. J. Epiden. a ¿2, 273-8 (1970).

104.Tra.ub, E., Shafy, A., Kesting, F., Ewaldsson, B.; Bull. Off. Int. Epizootu

65, 2035-50 (1966).

105. Cowan, K. M., Graves, J. H.¡ Virology: y.) 544-8 (1968).
106. Kaaden, 0.R., Dietzschold, 13., Matheka, H.D., Tokui, Tu Arch. Gas.

Virusforsch.: 35, 104-13 (1971).

107. Vende Woude, G.F.; Virology: 31, 436-41 (1967).

108. Matheka, H.D., Bachrach, H.L., Trautman, R.; Z. Naturforschn gg,

774-82 (1966)

109. Bachrach, H.L., Patty,R.E., Pledger, R.A.; Proc. Soc. Exptl. Biol. Med.

y, 540-3(1960).
110. Bachrach, H. L., Breese, S.S., Callis, J.J., Hess, W.R., Patty, R.E.;

Proc. Soc. Exptl. Biol. Med.: 25, 147-52 (1957).

111. Ahl, 11.; Arch. Ges. Virusforschngl, 217-33 (1967).

112. Bachrach, H.L.; Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. : ¿(2L 610-3 (1961).

113. Storz, 11.; Zentr. Veterinaemed.: 5, 405-30 (1958).

114. Bachrach, H.L.; Progr. Med. Virol. z g, 214-313 (1966).

115. Wesslein, T., Dinter, Z.; Arch. Ges. Virusforsch. s 1, 394-402 (1957).

116. Graves, J.H.; Am.J. Vet. Res” 24, 1131-6 (1963).

117. Savan, 11.; Am. J. Vet. Res. s 13, 158-9 (1955).

118. Tessler,J., Fellowes, 0.11.; Am.J. Vet. Res": g, 779-82 (1961).

119. McKercher, P.D., Giordano, A.R.; Arch. Ges. Virusforsch.: ¿(539-53

(1967).

120. Fellowes, 0.1L; J. Immunol. z 25, 1100-6 (1966).

121. Py1, 0.; Exptl. Veterinaemed.: 5, 1-5 (1951).

122. Brown, F., Hyslop,N., Críck, J'., Morrow, A.; J. Hyg.: _6¿, 337-44 (1963).

123. Rivensor‘. s., Zuloaga, 0.0.; Bull. orr. Int. Epizoot.: ¿1,1123-42 (1964).

124. Bachrach, H.L., Breese, S.S.; Proc. Soc. Exptl. Biol. Med.: 2L 659-65
(1958)



125.

126.

127.

128.

129.

1300

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

-123

Cartwright, S.F., Thornu, H.V.; J. Gon. Microbiol.: gg, 61-77 (1959)

Fcllowcs, O.N.; Appl. Miurobiol.s 1;, 694-7 (1965)

Kisch, A.L., “cbb, 2.1., Johnson, K.M.; An. J. Hy¿.: 12, 125-33 (1964)

Brown, F., Cartwright, B., Stcwart, D.L.: J. Gun. Miorvbiol.:31¿ 179-86

(1963)

Wild, T.F., Brswn, F.; J. Gon. Vir01.: 1, 247-50 (1967)

Johnson, C.D.; Natura: 20 , 37-9 (1965)

Polatnick, J., Bachrach, H.L.: hruh. Gus. virusforsch.: 2;, 96-104

(1968)

FCIluWCS,0.N.; Appl. Microbiul.z li, 86-91 (1966)

Bradish, 0.5., Hunácrson, ?.M., Kirkhan,‘J.B.z J. Gon. Microbiol.z ¿ÉL

379-91 (1960)

Brccsu, 5.5., Ercutman, ¿., Bachraoh, H.L.; Analit. Bio;hon.: 1, 307-16.

(1960)

Tr utnan, R., Brecsc, 5.8.: J. Gun. Micrubiol.: gl, 231-9 (1962)

Brown, F., Wild, T.F.: Biochun. Biophys. Acta: ;¿2, 301-8 (1966)

Liabornann, H.T., Gralh cr, H.; Mota Viru1.: ¿2, 181-2 (1968)

Rowlands, D. J., Saubar, D.V., Br wn, F.; J. Gen. Viru1.: 1;, 141-52,

(1971)

Strohnaior, K., Mussgay, H.; Z. Naturfursch: 142, 171-J (1959)

Aïlinghaus,

50 (1966)

Wild, T.F.,

5.3., Polatnick, J., VandoWoudo,G.F.; Virorogy; 39, 541

Brown, F.: J. Gon. Virol.z 1, 1-11 (197o)

fioczku, 3., Struhnaigr, ..; J. Go“. Virol.: 1, 65-70 (197o)

Lipbcrnann, H,?., Schultzo, P.; Aruh. Exp. Vatcrinarncd.t 25, 171 (1971)

Ohlbauu, A., Fi¿u0rúa, F., Gradn, C , Contreras, G.3 J. Gon. Virol.:

g, 429-31 (1970)

Bachrach, H.L., Vandc Wuud, G.F.; Virolo¿y: gg, 282-9 (1968)

Bachrach, H.L., Polatnick, J.; Broc. Shu. Exptl. Biol. Hud.; 124, 465-9

(1967)

Vandc wanda, G.F., Bachraoh, H.L.; Arch. Gus. Virusfxrsch.: gg, 353-61

(1968)

Wild, T.F., Burroughs, J.N., Bruwn, F.; J. Gcn. Virol.a A, 313-320 (1969)

Lapurto, J. ; Bull. orr. Int. Epiznot.s 1;, 47-55 (1969)

vundo Wuudo,G.F., Bachrach, H.L.; J. Virol.z 1, 250-9r(1971)



.129

151. Burroughs, J.N., Ruwlands, D.J., Nan5ar, D.V., Éalbut, P., Brown, F.

J. Gon. Virolu _1__3_,73-84 (1971)

152. Talbot, P., Brown, F.: J. Gon. Virol.: 1 , 163-70 (1972)

153. Lap-.Irto, J., Lcnoir, a.a J. Gon. Virul.: Q, 161-88.(1973)
Í33538truhnaiur, K.; Prnc. 2nd Int. Gungr ss. VirLI. 1971. Ed. J. Mulnick,

Basqlchrgvr (1972).

154. Brvosb, S.S., Trautnan, R., Bachrcch, H.L.¡ Scign0u: ¿59, 1303-5 (1965)
155. Ruzckcrt, R.R., Dunkurt, R.R., Stclazfus, C.M.; Prnc. Nat. Load. 801.:

gg, 912-9 (1969)

156. Mpddnpa,I.C., Mchnn, 0., Rupckvrt, R.R.; Vir lock: Ai, 259-70 (1971)

157. Dunkur, A.K., Ruuokcrt, R.R.; J. M01. Bi 1.: 5Q, 217-35 (1971)

158. Bnltiuurv, D., Girard, H., D rnvll, J.E.7 Viroln¿y: 22, 179 (1966)

159. Bruwn, F., Unrtwright, 3., Stpwart, D.L.; Bi chin. Bi phys. Act": :fib

768-74 (1962)

160. Thrurnc, H.V.; J. pactvriulu ¿33, 929-42 (1962)

161. Polatniok, J., Bachrrch, H.L.; Virology: 1-2, 450-62 (1960)

162. Plpclgwr, R.A.; Virologyz _1_;,366-7 (1961)

163. Br wn, F., Cmrtwright, B.; Naturvs 204, 855-6 (1964)

164. Arlinghaus, R.B., KGCZnnrczyk,W., Pulctnick, J.; J. Vir 1.: 5, 712-8

(1969)

165. Arlinghcus, R.B., Pnlatnick, J.; Scignccz ¿59, 1320-2 (1967)

166; Arlingh;us, R.B., Pulntnick, J.; Virulugy: ¿1, 252-61 (1969)

167. DiCtZSChüld, B., Ahl, R.; J. Gyn. Virol.z Q, 73-6 (1970)

168. Sak uhi, M., Chony, J., Danin, L., Danin, L.; Comp.Rand. Acad. Sci.:

212, 275-7 (1972)

169. Br wn, F., Martin, 8.5., Uhdcrwood,B.; Biuchin. Biophys. Acta: ¿225

166-7 (1966)

17o. Asciunu, R., Vane-.0Wumlu, G.F.; J. Virul.! 4, 727-37 (1969)

171. VandoWoudo,G.F., ¿rlinühnus, R.B., Pulntnick, J.; Biuchun. Biophys.

Rcs. 00mm.: ¿2, 483-9 (1967)

172. Paturn.n, 3.0.; Zbl. Bakt. I. 0rig.: iii, 63-6 (1959)



-130

173. Joubort, J., Mackowiak,0.; mp. Sci. Franc.: g, 380 (1968)

174. Brown, F., Cartwright, B.; Nature: 1.22, 1168-70 (1963)

175. Bonhoeffor, F., Schachncn, H.K.¡ Biochom. Bi..phys. Ros. 00:13.: g, 366-71

(1960)

176. Davis, B. J.; Ann. Rev. Acad. Scid 12_1, 404 (1964)

177. Lowry, 0.H., Roscbrough, N.J., Fnrr, A.L., Randall, R.T.; J. Biol. Chom.

l2á. 265-75 (1951)

178. Markharn, 3.; Adv. Virus Rosa 2, 241 (1962)


	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	Abreviaturas
	I. Introducción
	II. Materiales y métodos
	III. Resultados
	IV. Conclusión
	V. Bibliografía

