Capitulo 5

CUANTIFICACION VIRAL

Juan Carlos Zapata J.

e entiende por cuantificacion viral la medicion de la actividad bioldgica de
una suspension de virus. Para el efecto se ha ideado una serie de unida-
des de medida que, como en todos los casos, fueron arbitrarias en un

principio, pero que a medida que mostraron su bondad fueron ganando acep-
tacion universal. La universalidad es quiza la mas importante de todas las ca-
racteristicas de un patron de medida, pues aun si la medida no es muy precisa
lo importante es que en todas partes se trabaje con el mismo margen de error
(esto seria el maximo de precision posible). Podriamos decir que no puede
haber ciencia si no existen unos patrones de aceptacion universal para la me-
dicion del objeto de la ciencia. Las experiencias cientificas solo pueden ser
reproducibles en la medida en que los diferentes investigadores de todas par-
tes del mundo utilicen los mismos métodos y solo en ese momento podemos
hablar de una verdadera ciencia. (Sin embargo debemos reconocer que estos
principios generales clasicos han venido siendo objeto de criticas crecientes a
través de discursos contra el método y de los nuevos paradigmas
antimecaniscistas).

Los drandes avances en el conocimiento de los virus que afectan plantas, bac-
terias y animales han sido fundamentales para el desarrollo de métodos
confiables para la cuantificacion viral. La respuesta en estos hospederos pue-
de ser medida en términos cuantitativos (ensayos en placa, focos fluorescentes,
centros infecciosos y transformacion) o de todo o nada, en la cual se mide la
presencia o ausencia de infeccion.

Cuando se piensa en cuantificacion viral lo primero que se nos viene a la
mente es el microscopio electronico. Este instrumento ha sido fundamental en
la dilucidacion de la estructura de los virus, sin embargo en la cuantificacion
viral no es util debido a que no todas las particulas virales son infecciosas (del
virus de la influenza solo una de cada 15 particulas es infecciosa) y, ademas, 1o
dispendioso y el alto costo del proceso hace que el uso de la microscopia
electronica se restrinja a la investigacion.
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El primer sistema en el que se identifico a los virus, como agentes filtrables,
fue en la planta del tabaco (nicotiana tabacum, var. Xanthi nc). En esta se
desarrollo el primer método para cuantificar virus que se conoce como "ensa-
yo de lesiones locales’. El método consiste en aplicar un detergente abrasivo
en las hojas para romper la pared celular; posteriormente se aplica el Virus del
Mosaico del Tabaco (VMT), en este caso. El numero de lesiones observadas
sera proporcional a la concentracion de particulas virales infecciosas en la
muestra; por ejemplo, si se aplica 0.1ml de una suspension de VMT se podrian
producir en la hoja, en promedio, 50 lesiones necroticas (figura 1); mientras
que una décima parte de esta suspension (0.01 ml) produciran, en promedio, 5
lesiones. Para evitar la variabilidad entre ensayos, usualmente se usa virus puro,
en este caso VMT, de concentracion conocida, como control; la mitad de la
hoja se infecta con el virus desconocido y la otra mitad con el virus estandar
(esto es posible porque este virus no se disemina en forma sistémica).

Figura 1. Lesiones inducidas por el YMT sobre hoja de nicotiana tabacum. (Tomado
de Primrose S.B. and Dimmock N.J Introduction to modern virology. Second edition.
Ed. Blackwell. 1980.)

La infectividad relativa de la suspension viral desconocida se calcula con base
en el analisis de 6 plantas (30 hojas, cada una infectada con virus estandar y
virus desconocido), lo que da una seguridad del 15%. Debido al nivel de incer-
tidumbre que se presenta por el poco nimero de lesiones detectadas, el cal-
culo de la concentracion de unidades infecciosas (Ul) se expresa como el pro-
medio de las Ul detectadas +/- un porcentaje que resulta del numero de repe-
ticiones (en el ejemplo anterior seria +/-15%).

En los primeros intentos de aislar y cuantificar agentes virales de mamiferos, se
utilizaba el hospedero natural. Estos intentos se tropezaban con la compleji-
dad propia del microorganismo, y las grandes diferencias en la sensibilidad de
un animal a otro, incluso dentro de la misma especie. Este método fue mejora-



do cuando se adaptaron animales al laboratorio, donde se podian controlar
muchas de las variables que afectaban el sistema. En estos hospederos se
desarrollo el método llamado dosis letal 50, que se analizard mas adelante. Sin
embargo, con el desarrollo del cultivo de células in vitro, el uso de modelos
animales se hizo menos frecuente.

El desarrollo de la técnica de huevos embrionados para la propagacion de
virus, por Rous y Murphy en 1911, permitio que, a partir de la década de 1930,
se identificaran un buen numero de agentes virales. Algunos virus forman
lesiones localizadas (llamadas pustulas) sobre la membrana corioalantoidea
del huevo embrionado, mientras que otros producen hemorragias o muerte
embrionaria (figura 2). Si se inoculan diluciones del virus, por ejemplo 4 hue-
vos por dilucion, se puede determinar el titulo en la suspension viral. Este
ensayo fue bastante utilizado antes del desarrollo del sistema de placas, pero
en la actualidad es poco utilizado, pues es mas engorroso y mas variable. Sin
embargo, los huevos embrionados siguen siendo muy dtiles para la produc-
cion de algunas vacunas.

Figura 2. Fotografia de las pustulas que
produce el virus Herpes Simplex sobre
la membrana corioalantoidea de em-
brion de pollo. Tomado de Preier J.E.
Basic medical virology. Williams and
wilkRins. 1966.

Figura 3. Ensayo en placa para determinar
el numero de particulas infecciosas en una
suspension viral.

En teoria cada placa es producida por la
replicacion de un solo virion.

En esta figura se muestra la accién del
bacteri6fago lamda sobre una capa de E. Coli.
(Tomado de Primrose S.B. and Dimmock N.J
Introduction to modern virology. Second
edition. Ed. Blackwell. 1980.)
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Posteriormente, con la identificacion de los fagos, se desarroll6 un sistema
para cuantificar agentes filtrables que infectaban células procariotas. En este
caso, se toma la suspension que contiene los bacteriofagos y se mezcla con
un exceso de bacterias susceptibles; se extiende la mezcla sobre un agar y se
incuba. Las bacterias no infectadas crecen, mientras que las infectadas repli-
can el virus y lo diseminan a las bacterias vecinas, de tal manera que muere un
grupo de bacterias alrededor de la bacteria infectada originalmente, dejando
una area o foco libre de células, que se denomina placa.

La concentracion de particulas virales es directamente proporcional al nimero
de placas detectadas. Teoricamente cada particula infecciosa produce una pla-
ca por lo que el método se conoce como Unidades Formadoras de Placas
(UFP). Puesto que este método detecta solamente las particulas infecciosas
dejando a un lado otras particulas que podrian ser detectadas por otros meto-
dos (deteccion de antigenos o de acidos nucleicos), algunos autores propo-
nen que este procedimiento deberia llamarse evaluacion viral y no titulacion
viral.

En los virus bacterianos o fagos, el fago T, por ejemplo, la relacion entre parti-
culas virales y UFP es de 1 a 2, mientras que para los virus de plantas y anima-
les esta relacion se encuentra entre 4 y 10.000 o mas. Este hecho siempre ha
sido explicado por la produccion de particulas defectuosas o no infecciosas.

En 1949 John Enders, Thomas Weller y Frederick Robins demostraron que el
virus de la poliomielitis podia multiplicarse en cultivos de células no neuronales;
esto incentivo el uso de los cultivos celulares para la propagacion de otros
virus. En 1959, Renato Dulbeco modifico el ensayo en placa, desarrollado para
titular virus bacterianos, y lo adapt6 para el uso en la virologia animal; este
método se discutia mas adelante.

Cuando no se puede utilizar el método en placa para algunos virus animales 0
de plantas, se recurre a métodos menos precisos para estimar la concentra-
cion de virus infecciosos. Una de estas técnicas determina, por medio de dilu-
ciones seriadas, la minima concentracion o dosis requerida para inducir sinto-
mas tipicos de enfermedad sistémica. En Otros casos se€ compara el tiempo
necesario para producir cierta respuesta por un virus desconocido con un virus
de concentracion conocida y de esta manera se calcula la concentracion del
primero. También se utilizan ambos métodos al tiempo para estimar la
infectividad viral.

Dosis infecciosa cincuenta y dosis letal cincuenta

Para medir el efecto de la infeccion, se tiene estandarizado el método de la
Dosis Infecciosa 50%, en Cultivos Celulares (DICC50) y la Dosis Letal 50% (DL50).
La Primera se define como la cantidad de virus necesaria para causar un efecto



en el 50% de las células infectadas; la segunda se refiere al mismo concepto,
pero el sistema indicador son animales vivos (ratones o embriones) y el efecto
a medir es muerte del animal; se define, entonces, como la cantidad de virus
necesaria para matar el 50% de los animales inoculados

Haciendo analogia con un veneno, la dosis letal 50, ha sido una de las formas
mas utilizadas de medir la actividad viral. En esta se busca la maxima dilucion
viral (o la minima concentracion) que es capaz de producir el 50% de mortali-
dad en los animales inoculados. Los ratones lactantes son los animales de
laboratorio mas utilizados en estos ensayos debido a que permiten la replicacion
de una gran cantidad de agentes virales, a la eficiencia reproductiva de esta
especie, a la facilidad de manipulacion y a la posibilidad de controlar su varia-
cion genética.

A manera de ejemplo, para calcular la DL50, se hacen diluciones decimales de
la suspension viral de concentracion desconocida (ej 1/10, 1/100.....10%). De
cada una de estas diluciones se inocula 0.03 ml a 10 ratones entre 1 y 3 dias de
edad. La ruta de inoculacion varia dependiendo del tipo de virus, sin embargo
la ruta mas utilizada es la via intracerebral (figura 4).

Figura 4. Inoculacién de una suspension viral en un ratdn lactante por via intracerebral.
(Tomado de Ballew H.C, Lyerla H.C, Forrester FT. Laboratory methods for diagnosing
herpesvirus infections, C.D.C, Atlanta, 1979.)

Si preparamos 8 diluciones e inoculamos 10 ratones con cada dilucion tendre-
mos un total de 80 ratones, sin embargo debemos tener ratones control (ino-
culados con el diluyente) que nos permitan asegurar que el efecto sea debido
al virus. Se hace seguimiento durante varios dias (dependiendo del virus), ob-
servando los ratones 2 veces diarias y anotando la mortalidad. Entre 48 y 72
horas, después de que haya cesado la mortalidad, se tabulan los datos para
calcular el punto final. Veamos:
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Mortalidad Sobrevi-

L e Sobrevi- : Tasa de %

Dilucion Muertos i acumu- vencia ; .

: vientes mortalidad mortalidad

lada acumulada
|

10 10 0 ‘ 53 0 | "“53/53 1" 100
10?2 10 0 43 0 43/43 | 100
10° 8 2 133 2 33/35 | 95.3
10¢ 8 2 257 4 4 25/29 |  86.2
10° 7 3 let 612 7 724 |, 708
10° 5100 | 5 ‘ 10 1) 12 10/22 | 455 |
107 3 7 ! 5 19 5/24 20.8
10°% 2 8 2 27 2/29 | 6.96

Como podemos observar la dilucion que produce el 50% de mortalidad en los
ratones esta entre 10° (70.8%) y 10%(45.5%). Para encontrar la dilucion exacta
que produce el 50% de muertes se han desarrollado diferentes procedimien-
tos matematicos. El método mas ampliamente usado es el de Reed y Muench,
el cual permite encontrar la distancia proporcional (DP) entre las dos dilucio-
nes, que corresponde a la verdadera DL50. La formula de Reed y Muench es la
siguiente:

DP = % mayor al 50% - 50%
9% mavyor al 50% - %menor al 50%

DP = 70.8 - 50
70.8 - 45.5 DP = 0.8 Asi que, la distancia entre 10° y 10° es 0.8

Entonces la dilucién que mata el 50% de los ratones €s 10°5%; pero por conven-
cion, el titulo viral se da como el reciproco de la dilucion respectiva, esto es
10°%. Decimos que 1 DL50 equivale a la cantidad de virus presente en 0.03 cc
de la dilucion 105%. (que equivale a diluir 1 volumen de la suspension viral
original, en 630957.34 volumenes del diluyente. Este numero es el antilogaritmo
de 5.8)

La DITC 50 se calcula haciendo diluciones seriadas (Dobles, cuadruples o deci-
males) de la suspension viral, luego se inocula cada una de las diluciones,
haciendo repeticiones de cada una, en un sistema de células que sea suscep-
tible a la infeccion por el agente que se esta evaluando (células de rinon de
mono verde, por ejemplo, en el caso del Virus del herpes simplex). Posterior-



mente, se mide el porcentaje de células muertas por medio de un colorante
vital (rojo neutro) o no vital (cristal violeta) y se determina la dilucion en la que
se murio el 50% de las células. Esta dilucion corresponde a 1 DITC50. La deter-
minacion del titulo en un plato coloreado se hace a simple vista (aunque el
método se puede mejorar haciendo la medicion por métodos colorimétricos).

Unidades formadoras de placa

Otro meétodo para la cuantificacion es el de Unidades Formadoras de Placa
UFP. Para el efecto se hacen diluciones decimales de la muestra; se inoculan
€n pozos con monocapas de células y luego se cubren con un medio semisolido
que reduce el movimiento browniano y limita la dispersion de las particulas
virales, nacientes de la célula inicialmente infectada, a las células en la vecin-
dad inmediata. De esta manera, el efecto citopatico se localiza y se forma la
placa. Veamos el ejemplo de la figura 4 que corresponde a una titulacion del
virus de la estomatitis vesicular, en células Vero. En las células donde se inocu-
laron las primeras diluciones (10" y 10?), la monocapa esta completamente
destruida, pero en la dilucion siguiente (10?), podemos observar el patron de
placas, si bien todavia no es posible el conteo de las mismas. En la dilucion
10 el nimero de placas es facil de contar sin lugar a ambigiiedades: tenemos

Figura 5. Titulacion del virus de estomatitis vesicular en células Vero (rinon de mono)
por el método de UFP (Cortesia del médico veterinario Albeiro Lépez. Laboratorio de
virologia universidad de antioquia).
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entonces 16, 22 y 14 placas, que en promedio nos da 21 placas y con este dato
procedemos al clculo de la cantidad de Unidades Formadoras de Placa que
contiene la suspension de virus en la muestra. para el efecto decimos que en
la dilucion 10* existen 21 x 104 placas, lo que equivale a 210.000 y puesto que el
inoculo fue de 200 ul, multiplicamos por 5 para dar el titulo final en cantidad
de placas por ml, que en este caso corresponde a 1.050.000 UFP/ml. Para obte-
ner datos mas confiables se recomienda que, en la medida de lo posible (que
no fue el caso en nuestro ejemplo), el numero de placas en la dilucion donde
se realice el recuento, sea aproximadamente de 30 en promedio.

En resumen, hemos hecho el siguiente calculo:

UFP = promedio de placas x reciproco de la dilucion
cantidad inoculada

UFP = 21 x 10* = 1.05 x 10° UFP/mi
0,2 ml

Para facilitar el entendimiento del asunto, digamos que el numero de placas
presentes en la dilucion 107 seria de 210 en promedio, en 10? seria de 2100 y
en 10" seria de 21.000; por esta razon las placas se superpusieron de tal mane-
ra que cubrieron la totalidad de la monocapa. Al contario en la dilucion 107, el
namero de placas esperable, seria de 2.1y efectivamente obtuvimos 2.3.

Otra aplicacion importante del método de placas tiene que ver con estudios
basicos de genética viral, con posibles aplicaciones al estudio de la
patogenicidad y a la generacion de variantes con potencial de vacunas. Se
trata de la clonacion de virus. Cuando se toma una muestra de garganta de un
paciente con rinovirus, por ejemplo, los virus que se aislan son muy diversos
desde el punto de vista genetico, es decir existen subpoblaciones de virus con
pequeiias o grandes diferencias. Si se quiere tener una poblacion de rinovirus
clonados, podemos colocarlos en un sistema de formacion de placas y vamos
a encontrar que se observan placas grandes, pequenas y medianas; cada una
de esas placas es producida por una particula viral con caracteristicas genéticas
diferentes, a pesar de ser todas del rinovirus (como somos diferentes las perso-
nas a pesar de pertenecer a la misma especie). Pues bien, si se quiere separar
estas subpoblaciones, podemos con una micropipeta tomar el material corres-
pondiente a placas pequenas, aparte del material de placas grandes; posterior-
mente infectamos un nuevo sustrato celular con cada uno de estos materiales
y encontramos que solamente se produciran placas pequenas, grandes o me-
dianas; y en caso de que todavia persista alguna contaminacion podemos re-
petir el proceso hasta tener subpoblaciones completamente puras (virus
clonados).
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entonces 16, 22 y 14 placas, que en promedio nos da 21 placas y con este dato
procedemos al célculo de la cantidad de Unidades Formadoras de Placa que
contiene la suspension de virus en la muestra. Para el efecto decimos que en
la dilucion 10* existen 21 x 10¢ placas, lo que equivale a 210.000 y puesto que el
inoculo fue de 200 ul, multiplicamos por 5 para dar el titulo final en cantidad
de placas por ml, que en este caso corresponde a 1.050.000 UFP/ml. Para obte-
ner datos mas confiables se recomienda que, en la medida de lo posible (que
no fue el caso en nuestro ejemplo), el numero de placas en la dilucion donde
se realice el recuento, sea aproximadamente de 30 en promedio.

En resumen, hemos hecho el siguiente calculo:

UFP = promedio de placas x reciproco de la dilucion
cantidad inoculada

UFP = 21 x 10* = 1.05 x 10° UFP/ml
0,2 ml

Para facilitar el entendimiento del asunto, digamos que el numero de placas
presentes en la dilucion 10? seria de 210 en promedio, en 10” seria de 2100 y
en 10" seria de 21.000; por esta razon las placas se superpusieron de tal mane-
ra que cubrieron la totalidad de la monocapa. Al contario en la dilucién 10°, el
numero de placas esperable, seria de 2.1y efectivamente obtuvimos 2.3.

Otra aplicacion importante del método de placas tiene que ver con estudios
basicos de genética viral, con posibles aplicaciones al estudio de la
patogenicidad y a la generacion de variantes con potencial de vacunas. Se
trata de la clonacion de virus. Cuando se toma una muestra de garganta de un
paciente con rinovirus, por ejemplo, los virus que se aislan son muy diversos
desde el punto de vista genético, es decir existen subpoblaciones de virus con
pequenas o grandes diferencias. Si se quiere tener una poblacion de rinovirus
clonados, podemos colocarlos en un sistema de formacion de placas y vamos
a encontrar que se observan placas grandes, pequenas y medianas; cada una
de esas placas es producida por una particula viral con caracteristicas geneticas
diferentes, a pesar de ser todas del rinovirus (como somos diferentes las perso-
nas a pesar de pertenecer a la misma especie). Pues bien, si se quiere separar
estas subpoblaciones, podemos con una micropipeta tomar el material corres-
pondiente a placas pequenas, aparte del material de placas grandes; posterior-
mente infectamos un nuevo sustrato celular con cada uno de estos materiales
y encontramos que solamente se produciran placas pequenas, grandes 0 me-
dianas; y en caso de que todavia persista alguna contaminacion podemos re-
petir el proceso hasta tener subpoblaciones completamente puras (virus
clonados).



Los métodos descritos anteriormente miden la actividad biolégica de los vi-
rus en términos de capacidad de multiplicarse en un sistema determinado.
Sin embargo, existen otros métodos que permiten medir la concentracion de
particulas, o de algunos de sus componentes, independiente de su capaci-
dad replicativa. Entre estas tenemos:

La microscopia electrénica

Como se menciond en un principio, el microscopio electronico puede ser
utilizado para contar las particulas virales en una suspension muy concentra-
da. Para medir la cantidad de virus por este método, las particulas virales se
mezclan con una concentracion conocida de perlas de latex, luego se hace
el conteo del nimero de particulas virales y de perlas, esto permite determi-
nar, por comparacion, la concentracion de virus en la muestra, sin embargo,
como se dijo antes, el sistema es costoso y poco sensible.

La hemaglutinacion

Esta técnica se basa en la propiedad de algunos virus de unirse a los globulos
rojos, lo que permite calcular el nimero de particulas virales independiente
de si son viables o no. Sin embargo, esta prueba se limita solo a aquellos
virus que presentan una proteina llamada hemaglutinina (Influenza,
Adenovirus, Sarampion, virus de la encefalitis equina venezolana, entre otros).
Las particulas defectivas (particulas virales no viables por defecto en la
encapsidacion o en el genoma mismo) pueden interferir con la infeccién de
particulas de virus viables, por lo que se recomienda el uso de suspensiones
virales en diluciones altas, esto es, con un bajo indice de multiplicidad de
infeccion (IMI), que se refiere a la proporcion de particulas virales por célu-
la. En altas concentraciones de virus existiran grandes cantidades de virus
defectuosos que interferiran por simple competicion, con las particulas virales
viables.

Métodos modernos para cuantificar componentes virales

Hasta el momento no existen métodos modernos de cuantificacion viral, en el
sentido de determinacion de la capacidad replicativa, del potencial infeccioso
0 de la letalidad. Pero, en la ultima década se han propuesto métodos para la
cuantificacion de acidos nucleicos y de proteinas virales en muestras biologi-
cas; su relativa simplicidad y adaptabilidad a aplicaciones diagnosticas han
permitido el estudio de la expresion de genes en varios modelos virales tales
como el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), Papilomavirus Humano
(PVH), Virus de la Hepatitis C (VHC), entre otros, permitiendo resolver pregun-
tas fundamentales con respecto a la patogénesis de la infeccion y al manejo
clinico de las personas infectadas.
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Los virus mencionados anteriormente tienen en comun que establecen infec-
ciones crénicas o latentes, por lo tanto era necesario el desarrollo de técnicas
que nos ayudaran al estudio de la relacion entre la actividad viral y el desarro-
llo y evoiucion de la enfermedad a lo largo de extensos periodos de tiempo. En
este sentido, durante los ultimos anos, se han desarrollado técnicas que pue-
den ser utilizadas para cuantificar DNA o RNA virales especificos, con una alta
sensibilidad, a partir de muestras biologicas. La mas utilizada ha sido la técnica
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual ha contribuido al enten-
dimiento de los procesos que ocurren en el organismo después de una infec-
cion aguda, y el mantenimiento de una infeccion cronica. De esta técnica se
han hecho variaciones que permiten obtener una idea aproximada de la canti-
dad de particulas producidas, sin tomar en cuenta su infecciosidad; tal es el
caso del PCR competitivo (CPCR), el PCR con transcriptasa reversa (RT - PCR), el
PCR con transcriptasa reversa y cuantitativo (cRT-PCR), vy la amplificacion basa-
da en la secuencia del acido nucleico (NASBA).

Otro de los métodos desarrollados es la hibridacion de acidos nucleicos; que
recibe un nombre diferente dependiendo del tipo de acido nucleico al que se
dirige la sonda; cuando se trata de DNA se denomina Southern Blot, en el caso
de RNA se denomina Northern Blot. Estas técnicas permiten la localizacion de
los acido nucleicos dentro de la célula y son semicuantitavas. Recientemente
se desarrollé otro procedimiento de hibridacion llamado bDNA o DNA ramifica-
do (branched) que amplifica la senal inicial en forma proporcional a la canti-
dad de material genético que esté presente en la reaccion.

También podemos cuantificar particulas virales por medio de los componentes
mas abundantes de la particula viral, esto es, las proteinas. Durante la replicacion
viral se producen una gran cantidad de proteinas que pueden ser detectadas
por métodos bioquimicos, inmunologicos o moleculares. Asi la deteccion y
evaluacion de las caracteristicas o la actividad de una enzima puede identificar
la presencia y determinar la cantidad de un agente viral especifico.

Estas técnicas modernas, como hemos dicho, tienen mas aplicabilidad para el
diagnostico y por lo tanto se trataran, en extenso, en el capitulo correspon-
diente. A continuacion veremos como con el desarrollo de la ingenieria genética
y el DNA recombinante se sigue avanzando en las técnicas de cuantificacion
viral: el modelo especifico ha sido desarrollado durante el estudio de los
retrovirus como vectores de informacion:

Cuando se usa un retrovirus recombinante para la traduccion de genes, se
hace necesario tener un sistema de medicion de la concentracion de los viriones
activos (titulo viral). En el caso de los virus que codifican marcadores
seleccionables, estos pueden ser determinados por la infeccion de una linea
celular susceptible (usualmente 3T3), cultivandolas en medio selectivo, y ha-



ciendo recuento de las colonias de células resistentes, lo cual da una concen-
tracion de particulas virales en la preparacion, algo asi como el niumero de
unidades formadoras de colonias por ml (CFU/ml). En los casos en que el gen
de interés no es seleccionable, la cuantificacion puede ser realizada por el uso
de virus recombinantes que, adicionalmente, codifiquen un marcador selecti-
vo bajo el control de un promotor independiente. En este caso la cantidad
puede ser determinada por medio de Southern blot que nos puede indicar el
numero relativo de copias del gen en el DNA extraido de una poblacién de
celulas infectadas. Conociendo el nimero de células blanco y teniendo el DNA
control, que representa el numero de copias del gen equivalente, se puede
calcular el nimero de células que han recibido el constructo.

Frecuentemente los genes a ser transducidos codifican antigenos de superfi-
cie; estos pueden ser utilizados como marcadores de infeccion para calcular el
titulo por medio de coloracion de la poblacion de células infectadas con un
anticuerpo conjugado con fluoresceina. El andlisis de las células que producen
virus ha mostrado que su nivel de expresion de antigenos de superficie se
correlaciona con la produccion de nuevas particulas.

Para estimar el titulo en un gran numero de clones productores, se utiliza la
hibridacion con sondas radiomarcadas para la detecciéon de RNA genomico
viral, preparado desde un medio condicionado por esas células. La intensidad
de la senal, después de la autoradiografia, es una indicacion de la concentra-
cion de particula virales en el medio. El principal valor de esta técnica es para
la determinacion cualitativa de los clones que producen altos titulos virales,
antes de su cuantificacion por southern blot. Sin embargo, esta técnica puede
ser utilizada cualitativamente si la preparacion de virus de titulo conocido esta
disponible para uso como estandar de hibridacion.
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