CARACTERIZACION PROTEICA DE CEPAS COLOMBIANAS CITOPATICAS
Y NO CITOPATICAS DEL VIRUS DE LA DIARREA VIRAL BOVINA

RESUMEN

Se analizaron aislamientos de
campo Yy de laboratorio de las cepas
citopaticas (CP) y no citopdticas
(NCP) nacionales y de refe- rencia,
del virus de la diarrea viral bovina
(VDVB), mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida-dodecil sul-
fato de sodio (SDS-PAGE) a partir
de sobrenadantes darificados par-
cialmente purificados de células de
testiculo bovino infectadas.

Los polipéptidos predominantes
fueronlos de 136, 116-118, 102-104,
95, 80, 69 y 20 kDa en cepas CP y
proteinas de 116-124, 87, 75, 66-69
y 50 kDa en cepas NCP. La diferen-
cia notable entre cepas, fue la no
presencia de la proteina de 80 kDa
en las cepas NCP.

En las cepas nacionales, la au-
sencia de proteinas de elevado pe-
so molecular (120) (cepa CP-ICA)
y presencia de una proteina de 31
kDa (cepa NCP-ICA), sugiere ca-
racteristicas diferenciales de nues-
tras cepas con relacién a las de
referencia. La evidencia de hetero-
geneidad entre |os biotipos alnali-
zados del VDVB son de valor
potencial en los estudios epidemio-
légicos moleculares.

INTRODUCCION

El virus de la Diarrea Viral Bovi-
na, reconocido en muchas partes
del mundo con un marcado impacto
econdmico sobre la industria gana-
dera (Brownmlie, 1985), es un virus
RNA envuelto de cadena sendilla,
que junto con el virus de la Enferme-
dad de las Fronteras (BD) de las
ovejas y virus del Célera Porcino
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(HC), son prototipos del género Pes-
tivirus, actualmente clasifi- cados
dentro de la Familia Flaviviridae
(Horsineck et. al., 1991; Greisser &
Wilke, 1992; Kwang, 1992).

En la naturaleza existen dos bio-
tipos del VDVB: el que induce cito-
patologia en células bovinas infec-
tadas y el que infecta sin conllevar
citopatogenicidad (Lee & Guillespie,
1960). Ambos biotipos estdn involu-
crados en la patogénesis de la En-
fermedad de las Mucosas (EM),
manifestacién clinica mas severa de
la infeccién por el VDVB.

El lento progreso en el entendi-
miento de la biclogia molecular del
virus obedece a que los pestivirus
no dan buena concentracién de
productos virales en células infec-
tadas (Wilhelmsen et al., 1991), no
permiten purificaciones completas
por su estrecha relacion con las cé-
lulas huésped (Dubovi, 1990); la
necesidad de manipulaciones ge-
néticas del virus e implicaciones a
nivel de campo dada su patogéne-
sis, limita los modelos animales
(Brownlie, 1990; Tarry et al, 1991)
y finalmente por fallas en el recono-
cimiento rapido de contaminacién
con VDVB en lineas, cultivos celu-
lares y suplementos (Bolin et. al,,
1991; Dubovi et. al., 1988, Vera y
col., 1982).

El propdsito del presente trabajo
fue el de disefar y evaluar metodo-
logias que aseguraran la pro- duc-
cién adecuada y estable del virus de
DVB In vitro, a partir de multiplica-
cién de las cepas en cultivo de célu-
las de testiculo bovino y adelantar
estudios en caraterizacién viral me-
diante electroforesis en geles de po-
liacrilamida (SDS-PAGE), de cepas

citopéticas y no citopdticas nacio-
nales y de referencia; de ésta for-
ma, establecer perfiles electrofo-
réticos propios de cepa.

MATERIALES Y METODOS

1. Cultivos Celulares y Virus:

Se cultivaron células de testicu-
lo bovino (TB) en Medio Escencial
Minimo (MEM) (LAB.SIGMA) con-
teniendo 0.85 mg/mi de NaHCOs,
100 Ul/ml Penicilina, 100 ug/ml de
Estreptomicina (LAB.SIGMA), 5
mg/ml de Hidrolizado de Lactoalbu-
mina (LAB. SIGMA), 2.5 mg/ml de
Anfotericina-B , 4mM de L-Glutami-
na (LAB.SIGMA) y 10% de Suero
Fetal Bovino, libre de anticuerpos
anti-VDVB y libre de presencia de
virus adventicio de DVB (cepa NCP),
siguiendo la metodologia descrita
por Donis & Dubovi (1988).

Los cultivos celulares y sueros
fetales utilizados fueron confirma-
dos como libres de virus y anticuer-
pos anti-OVB, mediante las prue-
bas de Inmunofluorescencia Direc-
ta (Fernelius, 1964) e Indirecta (Do-
nis & Dubovi, 1987c¢), Inmuno-
peroxidasa (Bolin et. al., 1991) e In-
terferencia viral (Sugiyama et. al,,
1984; Shirai et. al., 1984).

Las cepas virales citopaticas
fueron: cepa Singer, obtenida del
National Animal Disease Labura-
tory (NADL, Ames, lowa; USA) y
cepa de campo aislada por el ICA
(CP-ICA) de un brote natural de En-
fermedad de |las Mucosas presen-
tado en la Sabana de Bogota,
reportada por Gonzélez y col., en
1984 y suministrada por el Instituto
Colombiano Agropecuario ICA.

Las cepas virales no citopéticas
fueron: Cepa New YorK (NY) obteni-
da del NADL (Ames, lowa; USA) y
cepa de campo NCP-ICAaislada del
mismo brote natural (Gonzélez y
col., 1984}, suministrada por el ICA.

2. Multiplicacion Viral:

Una vez obtenidas las monoca-
pas celulares libres de virus adventi-
cio de DVBYy en pase adecuado (4° a
7° pase) (Renard et. al., 1985; Pocock
et. al,, 1987), se procedid a infectar
obtener cosechas virales de adecua-
do titulo mediante pases sucesivos en
cultivo de células de testiculo, siguien-
do el esquema de trabajo propuesto
por Bolin et. al. (1985).

Las cousechas virales se clarifi-
caron por centrifugaciéon a 6000
rpm por 30 minutos (Peters et. al.,
1986) a 4°C en centrifuga refrige-
rada (J2-21 Beckman, rotor JS7.5);
se dializaron contra PBS pH 7.2
mediante membrana de didlisis por
48 horas a 4°C (Rossenbuch, co-
municacion personal, U. lowa).

Las cosechas citopdticas fue-
ron tituladas a las 48 horas postco-
secha (Donis & Dubovi, 1987a)
mediante la determinacién de la
Dosis Infectiva Tejido Celular 50
(DITCs0) (Mohanty et. al., 1988).
Las no citopdticas se titularon con
base a los resultados de Inmuno-
fluorescencia Indirecta en laminilla
(Fernelius, 1964), Interferencia vi-
ral (Sugiyama et. al., 1984, Shirai
et. al., 1984) e Inmunoperoxidasa
en microplaca (Bolin et. al., 1891).

3. Caracterizacion Viral:

Se seleccionaron las cosechas
con mayor infectividad y contenido
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FIGURA 1. SDS-PAGE de cepas CP. Tincién de coomasie.
1. control TB; 2. CP-Singer; 3. CP-ICA 24 H; 4. CP-ICA 48H.

protéico para la caracterizacion de las
proteinas virales por medio de elec-
troforesis en geles de poliacrilamida-
SDS utilizando el método discontinuo
descrito por Laemmii (1970).

De acuerdo al peso molecular
del virus y a lo reportado en la lite-
ratura (Collet et. al., 1988; Donis &
Dubovi, 1987a; Pocock et. al.,
1987) se trabajé con geles al 10%
de acrilamida, en un equipo de mi-
nielectroforesis (SE 250-Migthy
Small Il Slab Gel Electro-phoresis
Unit. HOEFER). Se evaluaron dos
técnicas de coloracion : azul de
coomasie (Laemmli, 1970) y tin-
cién de plata (Merril et. al., 1981) a
fin de encontrar mayor resolucién.

El céleulo de los pesos molecu-
lares de las proteinas virales se rea-li-
zd siguiendo la metodologia des- crita
por Laemmli (1970) con relacion a
un patrén de pesos conocido (MW
SDS 200. SIGMA) (SIGMA, 1988).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. Cultivos Celulares

Sélo los cultivos que resultaron
negativos a dos de las pruebas (In-
munofluorescencia, Interferencia
Viral o Inmunoperoxidasa) se con-
sideraron libres de virus adventicio
(Cepa NCP) y se utilizaron en el
desarrollo del presente estudio.

2. Multiplicacion Viral

Las cosechas virales se obtu-
vieron a las 24 horas (Corapi et. al,

1990) y maximo a las 48 horas pos-
tinfeccién (P.1) (Lewis et. al., 1991).

2.1. Cepas Citopéticas

Los titulos virales de la Cepa CP
Singer en cosechas 24 horas pos-
tinfeccion oscilaron entre 1 x 10
DITCso/ml a 1 x 1083 DITCso/ml, ti-
tulos similares a los reportados por
Donis & Dubovi (1987c) en cultivo
de células de testiculo bovino. La
cepa CP ICA presentd titulos de 1
x 10*° DITCsq/ml a las 24 horas y
1 x 1082 DITCso/ml a las 48 horas
postinfeccion.

2.2. Cepas No Citopéticas

Las cepas NCP se cosecharon
a las 48 horas de acuerdo a lo re-
portado por Lewis et al (1991). La
mejor determinacion del titulo se lo-
gré mediante la prueba de Inmuno-
peroxidasa en microplaca (Bolin et.
al., 1991), con titulos de 1 x 1073

DITCso/ml (cepa NCP-ICA) y 1 x
1088 DITCso/ml (cepa NCP-NY).

3. Caracterizacion Viral

Las cosechas virales fueron
suspendidas en buffer muestra de
electroforesis (2% SDS, 5% 2-Mer-
captoetanol; 62.5 mM TRIS-HCL
pH 6.8) y calentadas a 100°C por 5
minutos (Bolin, 1988), antes de ha-
cer la corrida electroforética.

3.1. Cepas Citopéticas

Tincién Coomasie

Se caracterizaron las proteinas
virales de las cepas Singer (24 hrs
P.1) e ICA (24 y 48 hrs P.l) (Donis &
Dubovi, 1987d) (Tabla 1).

Los sobrenadantes de células
sin infectar como controles, pre-
sentaron polipéptidos con pesos

moleculares (PM) aproximados de
B87-95K, 65-7T0K y 21K. La presen-
cia de proteinas de origen aparen-
temente celular en las cosechas
virales ocurrié por que la infeccidn
por el virus no induce un impedi-
mento suficiente de la sintesis pro-
téica celular sino hasta que los
cambios citoliticos son evidentes
(Donis y Dubovi, 1987b).

Se confirmé la naturaleza cito-
pética de las cepas por la presencia
de los polipéptidos virales de PM
de 116 y 80 kDa (Figura 1). Esto
estuvo de acuerdo a lo reportado
por Bolin et. al. (1988) y Corapi st.
al. (1990) quienes encontraron es-
tas proteinas inmunodominantes
en las células infectadas.

Se identificaron polipéptidos
con PM entre 144 y 21 kDa.

Los de alto peso molecular (144
kDa) se atribuyeron no solo a pre-
cursores virales no degradados si-
no también a proteinas posible-
mente, de origen celular o bien, re-
siduos de inmnunoglobulinas pro-
venientes del suero utilizado en el
medio de cultivo para su multiplica-
cién (Kwang, 1992).

Se encontraron diferencias en-
tre la cepa nacional (CP-ICA) y la
de referencia (CP-Singer), en
cuanto a nimero y peso molecular
de los polipéptidos, probablemente
por grados variables de glicosila-
cidén de una misma proteina (Cora-
pi et. al, 1980) o migraciones
aberrantes de una misma proteina
sobre el gel (Collett et. al., 1988b).

La cepa Singer presentd protel-
nas mayores (133-138 y 144kDa)
que no las revelé la cepa ICA. De
ofra parte, la cepa ICA no permitié
caracterizar proteinas por encima
de los 128 kDa, pero sl proteinas
de 75 y 69 kDa. Esto podria servir
como un patrén diferencial entre

TABLA 1

CARACTERIZACION VIRAL POR SDS-PAGE DE CEPAS CP SINGER E ICA OBTENIDAS COMO SOBRENADANTES
CLARIFICADOS Y TINCION CON AZUL DE COOMASIE

REVISTA DE MEDICINA VETERINARIAY ZOOTECNIA

CEPA ORIGEN | TrmuLO* POLIPEPTIDOS (Peso Molecular [PM] en kDa)
SINGER | Test.24H | 10°*? | 144 |133-138( 123 116-118| 102 | 95 | 82 21
ICA Test. 24H | 10*° 124 | 120 | 116 | 103 80 | 75 | 69 | 20
Test. 48H | 10°° 128 118 90-93 70
* Titulo: DITCso/ml.
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TABLA 2

CARACTERIZACION VIRAL POR SDS-PAGE DE CEPAS CP SINGER E ICA OBTENIDAS COMO SOBRENADANTES
CLARIFICADOS A PARTIR DE CULTIVO DE CELULAS DE TESTICULO Y TINCION DE PLATA

CEPA | TMULO* POLIPEPTIDOS (Pesc Molecular [PM] en kDa)
SINGER | 1083 120 | 102 | 96 | 89 | 83 | 76 |70-73| 67 | 60 | 48 | 38 | 25
ICA 1083 102 | 96 | 89 | 83 73 | 67 | 60 | 48 | 38

* Titule: DITCso/ml.

cepas de referencia y las aisladas
en el pals (Figura 1).

La cosecha a las 48 horas P.| de
la cepa ICA, perdié proteinas de
grupos importantes antigénicos del
virus como fueron las de 80, 52-55,
47-65 kDa. Esto se explicé como lo
reporta Akkina (1991) a un procesa-
miento co-traduccional de las poli-
proteinas virales o degradacién de
las mismas por parte de las protea-
sas celulares (Deregt et. al., 1991).

La proteina de 80 kDa presentd
PM entre 80-82 kDa, a diferencia
de la proteina de 125 kDa, la cual
presentd una considerable hetero-
geneidad con PM entre 116-124
kDa. Estos resultados son simila-
res a los reportados por Collett
(1988b) quien no encontrd migra-
ciones heterogéneas para la p80 y
Greisser/Wilke et al (1992) quienes
reportan migraciones desde 114 a

128 para la p125. Se encontré un
alto grado de conservacion de los
polipéptidos virales de 120, 80y 48
kDa entre las dos cepas CP.

Tincién de Plata

Se hizo corrida electroforética
de los sobrenadantes clarificados
de las cosechas virales Singer e
ICA 24 hrs Pl (Tabla 2).

La sensibilidad de ésta tincién
se evidencid por un mayor numero
de bandas detectadas; asi, en la
cepa Singer, proteinas entre 120 y
25 kDa y en la cepa ICA proteinas
entre 102 y 38 kDa. (Figura 2).

Proteinas mayores { 120 kDa)
no aparecieron en ninguna de las
dos cepas; esto se explicd, porque
aunque la cepa original fue la mis-
ma que se utilizé en la tincion de

coomasie, la cosecha de estas ce-
pas se obtuvo en un pase mayor
del cultivo lo cual como lo sugiere
Deregt et. al., (1991), lo hace més
susceptible a la infecccién viral,
ocasionando que el procesamiento
proteclitico de los péptidos mayo-
res, caracteristico del VDVB ocurra
mas tempranamente. Esto también
explicd la mejor resolucién en las
bandas de menor peso molecular.

3.2. Cepas No Citopéticas

Tincién Coomasie:
Se evalud lacepa NCP nacional
(ICA) y la NCP de referencia (NY),

cosechadas a las 48 horas P (Ta-
bla 3), (Figura 3).

El control de células mostré po-
lipéptidos de 72, 79 y 21 kDa. Las
cepas presentaron uniformidad
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FIGURA 2. SDS-PAGE de cepas CP. Tincion de plata.
1. Control TB; 2. CP-Singer; 3. CP-ICA.
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electroforética. La cepa ICA pre-
senté mayor cantidad de proteinas
(5) con PM entre 120-66 kDa (Figu-
ra 3). Las dos cepas NCF presen-
taron la proteina de 116 kDa
(Corapi et. al., 1990; Donis & Dubo-
vi, 1987a) y no presentaron la de
80 kDa propia de las cepas CP (Co-
liett et. al., 1988a; 1988b).

Tincién de Plata:

Utilizando la técnica de tincion
de plata (Merril et. al., 1981), se ca-
racterizaron las proteinas de las
mismas cepas NCP NY e ICA. (Ta-
bla 4), (Figura 4).

Los sobrenadantes de células
sin infectar (control) sometidos a
igual procedimiento, presentaron
bandas de 124, 86, 78 y 73 kDa.

La tincién de plata permitié de-
tectar 4 bandas por encima de la
tincién de coomasie, diferenciando
hasta 12 péptidos. Comparando el
perfil electroforético de las cepas
NCP con el control, se dedujo que
proteinas con PM de B6 y 73 kDa
eran de origen celular.

Las dos cepas NCP compartie-
ron la presencia de polipéptidos de
origen viral con PM entre 115-118,
60-64 y 22-25 kDa (Figura 4) simi-
lar a las descritas por otros autores
(Donis & Dubovi, 1987b; Bolin et.
al., 1989). A diferencia de lo repor-
tado por Donis & Dubovi (1987b),
no fue posible detectar proteinas
de 165 y 55kDa en nuestro estudio, a
pesar de la sensibliidad de la técnica.
Esto se explicd por una rdpida degra-
dacién de la proteina de 165 kDa co-
mo lo sugiere Akkina (1991) y a la
heterogeneidad en las propiedades
oligosacdridas de la proteina de 55
kDa que le hubieran permitido migra-
ciénes andmalas (a 60 kDa) como lo
describen Pocock et al (1987).

La cepa NCP-ICA mantuvo pro-
teinas de mayor peso (118, 121 kDa)
y manifesté una nueva proteina de
31 kDa (Figura 4) no reportada por
otros autores (Bolin et. al., 1989; Do-
nis & Dubovi, 1987b), la cual podria
constituirse en una proteina caracte-
ristica de nuestra cepa.

La cepa NCP-NY a diferencia
de la cepa NCP-ICA, no presentd
bandas por encima de los 115 kDa,
pero manifesté proteinas de bajo
peso molecular (15 kDa) no repor-
tada por otros autores (Donis & Du-
bovi, 1987; Bolin et. al., 1988).

REVISTA DE MEDICINA VETERINARIAY ZOOTECNIA



3.3. Cepas Citopéticas vs Cepas
No Citopaticas

Tincion de Coomasie

Todas las cepas CP mostraron
proteinas de 116-123 kDa y 80-82
kDa, a diferencia de las cepas NCP
las cuales no marcaron en ningun
caso las proteina de 80-82 kDa pe-
ro si, la de 116-122 kDa especifico
de la cepa viral (Corapi et. al.,
1990; Deregt et. al., 1991; Meyers
et. al., 1991) (Figuras 1y 3).

Las cepas CP presentaron tres
bandas més que las NCP (Tablas 1
y 3) correspondientes a proteinas
de alto PM : 133-138 y 144 kDa
fuera de la de 80-82 kDa. La protei-
na de 133-138 kDa parece ser re-
lativamente estable en cepas CP,
asi como lo reporta Akkina (1991).
La de 144 kDa se detectd sdlo en
la cepa CP Singer (Figura 1).

Las cepas NCP a diferencia de
las cepas CP no demostraron pro-
teinas por debajo de los 52 kDa (Fi-
gura 3) posiblemente debido, a la
baja sensibilidad de ésta tincién
(Nalty & Yemoan, 1988),

La cepa ICACP y NCP (Figuras
1 y 3) aisladas de un mismo brote
presentaron un perfil electroforéti-
co muy similar, compartiendo el
61% (8/13) de las proteinas.

Tincion de Plata

Al igual que con la tincién de
coomasie, se observaron las pro-

CARACTERIZACIONVIRAL POR SDS-PAGE DE CEPAS NCP ICA Y NY OBTENIDAS COMO SOBRENADANTES CLARIFICADOS EN

TABLA3

CULTIVO DE TB Y TINCION DE COOMASIE

CEPA TImuLO* POLIPEPTIDOS (Peso Molecular [PM] en kDa)
NCP-ICA | 1072 120 116 87 75 66
NCP-NY | 107% 120 116 113 78
*“Titulo: DITCso/mi.

teinas especificas para cada tipo
de cepa CP y NCP (Tablas 2 y 4).

La bondad de ésta tincién per-
mitié diferenciar bandas de interés
en el estudio actual del VDVB, co-
mo fueron proteinas de 115-120,
80-83, 67,51-60,41-48, 38y 22-25
kDa para las cepas CP (Figura 2) y
un perfil similar para las cepas
NCP, a excepcidn de |a proteina de
80-83 kDa (Figura 4). Estos resul-
tados estuvieron de acuerdo a los
reportados por otros autores (Bolin
et. al., 1989; Akkina, 1991).

La presencia de una banda de
44 kDa predominante en la cepa
NY y ausente en la cepa NCP na-
cional (ICA) (Figura 4), estd de
acuerdo a lo reportado por Donis &
Dubovi (1987b) guienes trabajan-
do con diferentes cepas NCP, de-
tectaron dominio del polipéptido de

44-48 kDa en la cepa NY.

La presencia de la proteina de
31 kDa caracteristica de nuestra
cepa (NCP-ICA) (Figura 4), sugiere
un patrén diferencial con relacién a
la cepa de referencia.

CONCLUSIONES
Y RECOMENDACIONES

Se desarrolié un estudio com-
parativo entre cepas nacionales y
cepas de referencia del virus de la
DVB. los andlisis de caracteriza-
cién de proteinas, permitieron esta-
blecer perfiles electroforéticos
propios de cada cepa viral:

— Se encontré un alto grado de
conservacién de las proteinas
de 116-118 y 80-82 kDa en ce-
pas citopaticas (CP) y proteina
de 116-125 kDa en cepas no ci-
topaticas (NCP) del VDVB.

= Los polipéptidos inducidos en
células infectadas por cepas
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FIGURA 3. SDS-PAGE cepas NCP. Tincion de coomasie.
1. Control TB; 2. NCP-ICA; 3. NCP-NY.
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CP del VDVB encontrados con
mayor frecuencia, fueron los de
peso molecular de 136, 116-
118, 102-104, 95, 80, 69 y 20
kDay proteinas de 116-125, 87,
75, 66-69 y 50 kDa en cepas
NCP.

Este trabajo sugiere caracteris-
ticas diferenciales entre las ce-
pas aisladas en Colombia y las
de referencia. Al comparar las
cepas citopéticas ICA y Singer
se encontré un 75% de similitud
en sus perfiles electroforéticos.
La mayor diferencia obedecié a
la no presencia de proteinas por
encima de los 120 kDa en la ce-
pa nacional (ICA). La ausencia
de proteinas mayores en ésta
cepa, en geles a una concentra-
cién de acrilamida del 10%, su-
gieren la proyeccion de futuras
investigaciones que utilizen di-
ferentes concentraciones de
acrilamida (7.5 - 8%) para po-
der corroborar su presencia.

Entre las cepas no citopética
nacional (ICA) y la de referencia
(NY), el grado de similitud fue
menor que en el caso de las ce-
pas citopéticas; siendo del 54%.
La presencia de una proteina de
31 kDa en la cepa nacional, no
ha sido reportada por la literatura
ni en cepas de campo ni en las
de referencia, por lo tanto, se
constituye como una proteina
caracteristica de nuestra cepa.

A partir del hallazgo de ésta pro-
teina (31 kDa en cepa NCP-ICA),
se recomienda adelantar investi-
gaciones que permitan utilizaria
en la evaluacién de una posible
respuesta inmune de ganado in-
fectado persistentemente, asl
como también, en lo referente a
susimplicaciones desde el punto
de vista molecular.

Como paso siguiente en el es-
tudio comparativo entre cepas
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CARACTERIZACION VIRAL POR SDS-PAGE DE CEPAS NCP ICA Y NY OBTENIDOS COMO SOBRENADANTES
CLARIFICADOS A PARTIR DE CULTIVO DE CELULAS DE TB Y TINCION DE PLATA

TABLA 4

CEPA TuLO* POLIPEPTIDOS (Peso Molecular [PM] en Kilodaltons [kDa])
NCP-ICA | 1073 121|118 99 | 92 | 86 76 | 73 W 64 31|25
NCP-NY | 107° 115| 99 86|78 |76 |73 |70 |67 |60|44 |41 22 |15

* Titulo: DITCso/ml.

CP y NCP de referencia y las
nacionales, se recomienda la
realizacién de un “finger prin-
ter", para diferenciar efectiva-
mente estas cepas y evaluar su
pureza.

— LasCepasCP (ICA)y NCP(ICA)
aisladas en Colombia de un bro-
te de enfermedad de las muco-
sas, presentaron un perfil
electroforético relativamente si-
milar, manifestando como dife-
rencia, la ausencia de la proteina
de 80 kDa en la cepa NCP.

La presencia de proteinas de
origen aparentemente celular
podria deberse a que la infec-
cién por el virus de DVB, induce
un impedimento suficiente para

la sintesis protéica celular, Uni-
camente hasta estados tardios,
cuando los cambios citoliticos
son evidentes. Por lo tanto, se
recomienda para futuras inves-
tigaciones, radiomarcar las pro-
teinas virales y detectarlas
mediante |a técnica de radioin-
munoprecipitacion (RIP). La
RIP permitira deteccion mas
amplia de los polipéptidos vira-
les asi como también de sus
precursores protéicos.

Las diferencias en los perfiles
electroforéticos de las cose-
chas obtenidas a las 48 horas,
en relacion con las de 24 horas
postinfeccién, sugieren una
pérdida de proteinas virales por

efecto de las proteasas celula-
res o por clivajes proteoliticos
propios del virus de DVB. Seria
recomendable el empleo de in-
hibidores de proteasas para
evitar la degradacion de dichas
proteinas.

Para el estudio de las proteinas
del virus de la DVB obtenidas a
partir de cosechas virales de
baja calidad (baja concentra-
cién de proteina), se sugiere la
utilizacion de la tincidn de plata
para los geles de poliacrilami-
da, dada su mayor sensibilidad
si se compara, con la de azul de
coomasie.

La caracterizacion de la res-
puesta antigénica de los bovi-

nos anti-VDVB mediante la téc-
nica de Inmunoblotting consti-
fuiria un apoyo para el
diagnéstico del virus a nivel de
campo, al identificar los poli-
péptidos virales que inducen
mayor respuesta inmune en el
animal.

Las cosechas obtenidas a partir
de cultivo de células de testiculo
bovino, permitieron realizar la ca-
racterizacion de las proteinas del
VDVB. Por lo tanto, se recomienda
éste, como un tejido apropiado y de
primera eleccién para los estudios
con el VDVB en nuestro medio.

A partir de los resultados de és-
ta investigacién se determiné como
tiempo 6ptimo para cosechar las
cepas citopaticas, entre 24 y 48 ho-
ras postinfeccién. Si el objetivo es
realizar caracterizacién viral a partir
de éstas cosechas, se recomienda
la obtencién de las mismas a las 24
horas. Para las cepas no citopaticas
resulta adecuado un lapso de 48 ho-
ras postinfeccién del cultivo celular.

La técnica de Inmunoperoxida-
sa en placa resulté ser la més ade-
cuada para la evaluacién de cepas
NCP del VDVB.
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FIGURA 4. SDS-PAGE cepas NCP. Tincion de plata.
1. Control TB; 2. NCP-ICA; 3. NCP-NY.
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