CUANTIFICACION DE LOS VIRUS

‘““La reproducibilidad es el requerimiento fundamental de
toda ciencia™
(Robert M. Friedman).

Se entiende por cuantificacion viral la medicion de la acti-
vidad bioldgica de una suspension de virus. Para el efecto se
han ideado una serie de unidades de medida, que como en to-
dos los casos, fueron arbitrarias en un principio, pero que a
medida que mostraron su bondad fueron ganando una acep-
tacion universal. La universalidad es quizd la mds importante
de todas las caracteristicas de un patréon de medida, pues ain
si la medida no es muy precisa lo importante es que en todas
partes se trabaje con el mismo margen de error. Podriamos
decir, parafraseando a Friedman, que no puede haber ciencia
si no existen unos patrones de aceptacion universal para la
medicién del objeto de la ciencia. Las experiencias cientifi-
cas solo pueden ser reproducibles en la medida en que los
diferentes investigadores de todas partes del mundo utilicen
los mismos métodos y s6lo en ese momento podemos hablar
de una verdadera ciencia.

Lo primero en que podriamos pensar en el momento de
hablar de cuantificacion de virus, es el microscopio electréni-
co. Desafortunadamente, a pesar de que este instrumento ha
sido sumamente valioso para acercarnos al entendimiento de
la estructura de los virus, no tiene mayor valor para efecto de
medir la actividad biologica, ya que no todas las particulas
observables al microscopio son infecciosas (en el caso de la in-
fluenza que es muy infecciosa, so6lo una de cada 15 particulas
virales producidas por una c€lula infectada es contagiosa; en
el caso de los papilomavirus, la proporcién de particulas in-
fecciosas puede disminuir hasta 1 por 100.000).

Compatible con la idea de un veneno, una de las unidades
de medida de la actividad viral, de mds frecuente uso, es la
dosis letal 500/0 (DL50). Con esta unidad buscamos la dilu-
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cion’‘minima-de una suspension viral que es capaz de matar el
500/0 de los huéspedes indicadores. En un principio, los vi-
rus se probaban en los mismos huéspedes naturales, inclusive
se utilizo el mismo hombre para los estudios iniciales de la
Fiebre Amarilla. Posteriormente, los modelos de laboratorios
fueron reemplazando al huésped natural: los huevos embrio-
nados, los ratones lactantes y posteriormente los cultivos ce-
lulares, entre los mas importantes. Entre estos huéspedes de
laboratorio, los ratones merecen especial mencion, pues ellos
representan el modelo de laboratorio de mas amplio uso, de-
bido al amplio espectro de agentes virales a que son suscepti-
bles, y debido también a la facilidad para la manipulacion, a
la prolificidad y sobre todo a la posibilidad de unificar su ge-
notipo para disminuir la variacion individual y hacer los resul-
tados mucho mas reproducibles.

Para hacer una titulacién de una muestra de virus utilizan-
do la DL50, se procede de la siguiente forma:

1. Se hacen diluciones decimales de la muestra (por ejem-
plode 10-* a 10-8);

2. Se inocula una cantidad constante de cada dilucién en
una camada de 10 ratones lactantes entre 1 - 3 dias de edad
(la inoculacién se puede hacer por varias vias pero general-
mente en ratones de esta edad se usa la via intracerebral, ino-
culando 0.03 cc.).

3. Inoculadas asi 8 camadas de ratones cada una con una
dilucién diferente, se procede a observarlos dos veces diarias
y a anotar la mortalidad.

4. Al cabo de varios dfas (dependiendo del virus), unas 48
a 72 horas después de que haya cesado la mortalidad, se pro-
cede a tabular los datos para calcular el punto final. Los datos
se tabulan en la siguiente forma:
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Dilucién Muertos Sobrevivientes Mortalidad Sobrevivencia Rata de % de

acumulada acumulada Mortalidad Mortalidad

10" 10 0 53 0 53/53 100

10% 10 0 43 0 43/43 100

10° 8 2 33 2 33/35 94.3
10* 8 2 25 4 25/29 86.2
10% 7 3 17 7 17/24 70.8
10 5 5 10 12 10/22 455
107 3 7 5 19 5/24 20.8
10* 2 8 2 27 2/29 6.9

Asi encontramos que el 500/o de mortalidad se da en al-
gun lugar entre las diluciones 10-5 y 10-6, que tienen un por-
centaje de mortalidad de 70.80/0 y 45.59/0 respectivamente.
Para encontrar la dilucidén exacta que nos mataria 500/o de
los ratones, tenemos que aplicar una de varias féormulas exis-
tentes para encontrar la distancia proporcional entre estas dos
diluciones. La mas comun es la férmula o método de Reed y
Muench.

o/o mayor al 500/ — 500/0

o/o mayoral 500/0 — ©/o menor al 500/0

DP =

Para nuestro caso:

70.8 — 50
DB 708 lt55
PP =08

Lo cual quiere decir que la distancia proporcional entre
105 y 10 es 0.8 o sea que la dilucidon que mata el 500/o0
de los ratones es 10-5-8 0 sea que el titulo del virus es 10-5-8,
pues el titulo se da como el reciproco de la dilucién respecti-
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va.'En otros términos, esto quiere decir que en la dilucion
10-5-8 tenemos una dosis letal 50.

Cada que se repita la experiencia, utilizando ratones de la
misma cepa, de la misma edad;y utilizando la misma via y la
misma dosis, debemos encontrar el mismo resultado.

Otra unidad de medida de la actividad viral muy utilizada
es la dosis infecciosa 500/0 (DI 50). Esta se utiliza cuando se
estd trabajando con células y consiste en calcular la menor di-
luci6n del virus que es capaz de producir un efecto citopatico
en el 500/o de las células inoculadas. Para el efecto se hacen
diluciones en la misma forma como se hizo para calcular la
DL50; luego se inocula una cantidad standard de cada dilu-
cion en cada uno de 4 pozos de células (se utilizan platos de
96 pozos para este trabajo).

El cdlculo del titulo se hace a simple vista, determinando
la dilucién que mata aproximadamente el 500/o de las células
y el titulo serd el reciproco de esa dilucion. Este sistema de
medida es de uso muy comun, pero no es tan exacto como el
célculo de la DL50.

Otro sistema que utiliza células y que si mide precisamen-
te la actividad viral es el de la formacion de placa (Unidades
formadoras de Placa, UFP). Para ello se inoculan diluciones
decimales de la muestra en pozos con células, las cuales se cu-
bren con un medio semisélido a fin de limitar el movimiento de
las particulas virales. En esta forma, el efecto citopatogénico
originado en la infeccién de una célula, se limitaa las células in-
mediatamente vecinas, formdndose una placa que es ficilmen-
te detectable a simple vista después de hacer una tincién con
cristal violeta. Se encontrard que en las diluciones m4c bajas,
o sea donde el virus estd mds concentrado, se producen tantas
placas que priacticamente todo el cultivo celular desaparece;
mientras que en las diluciones mayores se produce un menor
numero de placas hasta que finalmente ese nimero de placas se
puede contar sin que haya interferencia con placas vecinas. El
promedio de placas en una de estas diluciones de f4cil recuen-
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to, se multiplica por la dilucién y por la cantidad de inéculo
y se obtiene entonces el numero de UFP/ml de la muestra de
virus problema, asi’:

Si en la dilucién 10-4 se obtienen en promedio 30 placas,
el titulo del virus serd de 30 x 10.000 x cantidad inoculada,
generalmente 0.1 cc = 30.000 UFP/ml.

Finalmente, otra unidad util en la cuantificacién de algu-
nos virus es la hemaglutinacion (HA). Sélo los virus que tie-
nen capacidad de aglutinar glébulos rojos pueden cuantificar-
se por este método. Los principales virus en este grupo son
los de las familias Ortomixoviridae y los Paramixoviridae. Es-
tos virus tienen una aglutinina en su superficie a través de la
cual pueden interactuar con glébulos rojos de algunas espe-
cies, bajo determinadas condiciones de concentracién iénica
y pH. La prueba se hace de la siguiente forma:

En primer lugar se debe disponer de globulos rojos de la
especie apropiada; por ejemplo glébulos rojos de gallina si
vamos a trabajar con el virus de la influenza (en su defecto,
podrfamos utilizar glébulos rojos humanos tipoO). Luego ha-
cemos diluciones de la muestra problema, en este caso utiliza-
mos diluciones dobles y mezclamos cantidades iguales de vi-
rus'y de glébulos rojos diluidos al 10/o, en tubos o en platos
de fondo en U.

La unidad hemaglutinante serd la dilucién mayor que es
capaz de aglutinar los glébulos rojos en forma completa. Asi
podemos encontrar que en las diluciones de 1:2 hasta 1: 64
hay aglutinaciéon, pero no hay aglutinacién completa en
1:128. Se dice entonces que el titulo del virus es 1: 64 o sea
que en esta dilucién tenemos 1 UHA.

El sistema de la hemoglutinacién es muy practico y de fa- .
cil visualizacion, pero como ya mencionamos sélo los virus
que tienen una hemoglutinina pueden hemaglutinar y en este
caso sOlo algunos tipos de globulos rojos.
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La HA si bien se la puede considerar una actividad biolo-
gica de los virus, no se puede comparar con las unidades men-
cionadas inicialmente, pues no todas las particulas que causan
HA son necesariamente infecciosas, ya que la HA es una pro-
piedad de las superficies mds externas del virus y no nos dice
nada de la integridad de la informaci6n genética de la particula
viral.

Para finalizar debemos aprovechar la oportunidad para
mencionar otra aplicacién de la formacién de placas en estu-
dios bdsicos de los virus. Se trata de la clonacién de virus.
Cuando se toma una muestra de garganta de un paciente con
rinovirus, por ejemplo, los virus que se afslan son muy diver-
sos desde el punto de vista genético; es decir que existen sub-
poblaciones de virus con pequefias o grandes diferencias. Si se
quiere tener una poblacién de rinovirus clonados, podemos
colocarlos en un sistema de formacién de placas y vamos a
encontrar que se observan placas grandes, pequenas y media-
nas; cada una de estas placas es producida por una particula
viral con caracteristicas genéticas diferentes, a pesar de ser to-
das del rinovirus (como somos diferentes las personas a pesar
de pertenecer a la misma especie). Pues bien, si se quiere sepa-
rar estas subpoblaciones, podemos con una micropipeta to-
mar el material correspondiente a placas pequefias, aparte del
material de placas medianas y aparte del material de placas
grandes; posteriormente infectamos un nuevo substrato celu-
lar con cada uno de estos materiales y encontramos que sola-
mente se producirdn placas pequeiias o grandes o medianas y
en caso de que todavia persista alguna contaminacion pode-
mos repetir el proceso hasta tener subpoblaciones completa-
mente puras (virus clonados).
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Fig.1 Técnica de formacién de las placas.Los frascos con células fueron
inoculados con dos diluciones del virus Herpes Simplex. Véase la diversidad
en el tamafio de las placas.
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