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COMUNICACION BREVE

Una caracteristica significativa del virus de la fie-
bre aftosa (VFA)-es su alte grado de variabilidad,
o cual constituye tin importanie obsticulo padra
el control' de la enfermedad {9). El éxito de los
programas de inmunizacion depende, en parte, de
una caracterizacién precisa de las cepas que ¢ir-
_culan-en el campeo vy de la evaluacidén de sus seme-
janzas con las cepas de los’ \nrus que se mcluyen

"en las vacunas. :

‘Actualmente se dispone de varias técnicas bio-

quimicas ‘como. - fingerprinting de ARN {3, 4),

ADN: recombinante (8] y secuenciamiento répido -

{10} para estudiar, con significativa precision, las
caracteristicas ' genéticas de las cepas virales. La

técnica de fingerprinting resutta ‘muy “adeécuada.

para evaluar las relaciones evolutivas enfre cépas
virales muy: relacionadas (5, 6, 7, 12) y en el caso

del VFA también se ha probado su utll!dad para '

finies de diagndstico (1, 2},

Con 1a creciente aphcac:lon de estud:os ep:de-
mioldgicos a mvel molecuiar que requisren el
analisis de un aran nimero de muestras, se hace
evidente que el empleo de técnicas més practicas

y répidas y de mencr costo, seria de gran ut:lldad

para la caracter;zaclon del ARN genomlco

! Céntro Panamericano de Fiebre Aftosé (PANAFTOSA,
HPV/OPS/OMS), Caixa Postal 589, 20001 Rig de Janel-
‘vo, RJ, Brasil.

En este sentido, se observd que el uso-de ARN
inducido 35S produce un perfil de oligonucleoti-
dos resistentes a la ARNasa T, idéntico al del
ARN -extraido” de la particula viral (11}..Con
el mismo objetivo 'se utilizafon mapas monodi-
mensionales de’ aligonucleétidos resistentes a ia
ARNasa Ty vy efectivamente éstos demostraron
ser un valioso método para diferenciar cepas
virales {11). Sin embargo esta técnica, en la cual
los eligonucledtidos se separan solo por tamafio;
no es apropiada para establecer relaciones evolu-
twas entre cepas muy relacionadas.

“En ‘este articulo describimos una modificacion
de la ‘técnica de fihgerprinting convencional que
consiste en: utilizar gelés mas finos y mas peque-
ﬁds para resolver los digestos de 1a ARNasa T,.:

.Los ‘perfiles de oligonuclebtidos obtenidos de esta '

manera comparados a os obtenidos con la técnica
convencional son equivalenties en cuanto a su re-
solucion. “Lios cambios introducidos disminuyen
considerablemerite la cantidad e materiales,
tiempo y trabajo requeridos y por lo tanto resultan
may adecuados para la raplda caracterlzacaon de -

_ cepas,

La preparacidn de ARN marcado con 2P de :
citoplasma de células infectadas se realizd bésica-
mente como “se desciibid anteriormente (1}; ex-
cepto que la cantidad de material requerida fue
significativamente: menot. En resumen, se infec-
tan frascos Falcon de 25 cm® conteniendo aproxi-
madameénte 7 x 10° células BHK;; o alternativa-
mente cajas de Petri de 8 cm? contenigndo 2,4 x
108 ‘células BHK 1, a alta muitiplicidad de infec-
cién. (mayor que 10). Luego de 30 minutos de
adsorcidn, se descarta el virus y las monocapas
se lavan con medio precalentado sin’ fosfato, rea-
lizdndose tres cambios de medio durante 45
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minutos a 37°C. Después del Gltimo lavado, se
agrega medio sin fosfato que contiene 5 ug/ml de
actinomicina D, Luego de 30 minutos se marca

la monocapa celular con. 200 uCi/mi de 4cido or-"

totosfarico. [**P] y se deja-proseguir la infeccion
hasta que la mayoria de las céluias estén redondea-
das lo cual, dependiendo de ja cepa utilizada,
ocurre entre las 5 v 7 h posinfeccion. Se. des-
carta el medio vy se rompen las células con buffer
NET (0,05M Tris-HCl pH: 7,5; 0,10M MNaCl vy
0,001M EDTA gue contiene 0,06% Triton X-100),
agitandc vigorosamente durante 5 minutos en
frio. S )

Las células lisadas se centrifugan a 49C du-
rants 3 minutos 3 10G€ x g con el fin de separar.
los nicleos, Los sobrenadantes se llevan a una con-
centracion final de 1% de SDS (dodecil suifato
de sodio} y se reasliza una dobie extraccion del
ARN cen fenol-cloraformao. ‘ -

Se precipita el ARN s partir de la fase acuosa
agregando dos vokimenes de etanal y dejdndalo
por lo menos 4 h a -200C, luego se disuelve
el precipitado en buffer acetato de sodip 0,3M
pH: 5,0 v se precipita dos veces con un volumen
igual de CILi 4,4M durante por lo menos 3ha
40C. Se centrifuga ¢! ARN y el precipitado se di-

suslve en buffer acetato de sodio 0,3M pH: '

5,0 reprecipitandolo posteriormente con etanoi.
Los precipitados se lavan dos veces con etariol
70%, se secan con vecio, se redisuelven en buffer
T, (0,02M Tris-HCI' pH: 7,5; 0,002M EDTA]),
se digieren durante 1h a 379C con ARNasa T,
{Pharmacia P-L Biochemicals) ‘en una . relacion
enzimafsubstrato de. 1;8 y finalmente se agrega
un volumen igual de buffer de muestra (6M urea,
50%. sacarosa; 0,2% de azul de bromofenol y
0,2% de xilene-cianol). Se observé que -no-es.ne-
cesaria la presencia en este buffer, de 15 mg/mil de
ABN da transferencia de Escherichis coli coma
fue descripto anteriormente (11).

La electroforesis en slab de la primera y sequn-
da dimensién se realiza a temperatura -ambiente.
El tamafio de los geles utilizados en.ests proce-
dimiento es de 20 cm x 15 cm para la primera
dimensién y de 15 em x 15 cm para la segunda di-
mensidn. El espesor de los mismos es de 0,75 mm.

" La composicién del get de |a primera dimen-
siar es la siguiente: 10% acrilamida (acrilamida/

bisacrilamida, 40/1,3}: BM urea; 0,025M 4cido
citrico, pH:3,2. lnm_ediatamente antes de verter
50 mi de la solucion en 1a ceida del gel, se agrega,

.para su polimerizacion, los siguientes catalizado-
res: 180 ul de acido ascorbico 10%, 180 uide sul-

fato ferroso 0,25% v 3,8 ul de peroxido de hidré-
geno 30%. En el buffer de corrida compuesto
por una solucidn de: dcido citrice 0,025M, pH:
3,2, la urea no es necesaria. Normaimente en un

.gel de primera dimension se corren 4 muestras

simultaneamente.

Las muestras se siembran- calle- por medio,
lavando vy lienandolas previamente ~on una solu-
cion de acido citrico 0,025, pH: 3,2 y urea a una
concentracion final de 6M. La slectroforesis se
realiza -4 256 mA a corriente contante’ durante
aproximacamente 1 h, tiempo en €l cual el coio-
rante azul de -bromofencl migra aproximada-
mente 8 cm.

Al finalizar la corrida, se retira un vidrio del gei
y se cubre el mismo con una envoltura plastica con
el fin de facilitar el trazado de los bordes de la
tira de oprimera dimensién .y lograr, al cortarla

cen uha, hoja afilada de bisturi, bordes parejos

{no rugosos). Las dimensiones de las tiras de pri-
mera dimension son de 13 cm x 2 cm. La tira cor-
tada del gel &cido se lava rapidamente dos veces
con buffer TBE. {0,1M Tris-HCI, pH: 8,3; 0,1M
icido bbrico, 0,002M EDTA) y luego se coloca
a 2,5 cm por encima del borde inferior del vidrio
de la segunda dimension,

La composicion del gel de la segunda dimension
es la siguiente: 20% acrilamida (acrilamida/bisacri-
iamida, 40/2:6), 0AM Tris-HCY, pH: 8,3; 0, 1M
4cido bérico; 0,002M EDTA y los catalizadores
utitizados son: 0,015 g de persulfato de amonio y
15 ul de TEMED (N, N,N’, N’ — Tetrametiletilen-
diamina) para una mezcla de gel de 30 ml.

La electroforesis se realiza en sentido superior
a 25 mA en condiciones de corriente constanie y
se interrumpe cuande el azul de bromofenal
migra 12 cm,

Los geles se fijan con una solucidn 50% rneta-
nol-7,6% &cido acético, se-cubren .con una envol-
tura pléstica y se exponen dentro de un cassette
Dupcnt con un film Fuji X-ray y una pantalla
amplificadora Cronex. La exposicién se realiza
a -700C. Las muestras que contienen 100.000 cpm
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presentan un perfil claramente visible luego de -

una exposicion-de aproximadamente 17 h.

LaFigura 1 muestra un tipico mapade ollgonu—_

cledtidos obtenido bajo las condlcmnes aqui
descriptas. Se ohserva que Ios geles mas peque-
fios tienen una resolucion similar a la de los .geles
de tamaiio convencional (1). Incluso los-oligo-
“nucledtidos de migracion. muy cercana entre si,
en los geles mayores, se resuelven en los menoreés.
El uso.de un sistema asi snmphﬂcado permite
el. andlisis mediante fingerprinting de una con-
siderable cantidad de muestras de ARN en un

tiempo menor gue el utilizado anteriormente con--
la técnica convencional y hace que estas modifica-
ciones sean ‘muy adecuadas no solo para d:agnos-
tico y estudios epldemlologlcos suno también para
estudios de evolucion viral.
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FIGURA 1. Perfil de ohgonucleoﬂdos ARNasa T, resistentes de una variante de
la cepa O, Campos, El fingerprinting se realizé como se daseribe en el texto y la’

figura representa el tamafio original del gel
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