ARTICULO ORIGINAL

D.R. © TIP Revista Especializada en Ciencias Quimico-Biologicas, 13(2):65-72, 2010

EFECTO DE LA DENSIDAD CELULAR Y LA MULTIPLICIDAD DE
INFECCION SOBRE LA PRODUCCION DE BACULOVIRUS
RECOMBINANTES EN CULTIVOS DE CELULAS DE INSECTO

Cuitlahuac Chavez-Peiia?, Neydeli Adriana Ayala-Mendivil®,
Octavio Tonatiuh Ramirez® y Laura A. Palomares®*
3nstituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Auténoma de México.
Av. Universidad 2001, Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México, C.P. 62210.
bInstituto Tecnolégico de Sonora. 5 de Febrero, no.818 Sur, Col. Centro,
Ciudad Obregén, Sonora, México. *E-mail: laura@ibt.unam.mx

RESUMEN

El sistema células de insecto-baculovirus ha demostrado ser un sistema util y versatil para la produccion de
proteinas recombinantes. Consiste en la infeccion de células de insecto con un baculovirus recombinante que
contiene el gen de la proteina de interés. Una de las principales limitantes del sistema es obtener resguardos
virales con alto contenido de particulas virales infecciosas (unidades formadoras de placa, ufp). En este trabajo
se evalu6 el efecto de la multiplicidad de infeccion (MDI) y la concentracion celular al momento de la infeccion
(CCI) en la amplificacién de un baculovirus recombinante. Se evaluaron combinaciones de MDI de 0.1 y 1 ufp/
célula con CCl de 1 y 2 x10° cél/mL. Se siguieron las cinéticas de crecimiento de las células infectadas, la
concentracién de proteina total y de la proteina gp64 en el sobrenadante de los cultivos y los titulos virales al
momento de la cosecha. Se encontré que una MDI de 0.1 ufp/cél y una concentraciéon celular de 1x10° cél/mL
resultaron en el mayor titulo viral, 3.8 + 2 x10° ufp/mL. Los mayores titulos virales estuvieron acompanados por
un menor crecimiento celular. Los resultados de este trabajo pueden ser utilizados para producir resguardos de
baculovirus recombinantes con titulos virales altos y mejorar la eficiencia del proceso.

Palabras Clave: Baculovirus, células de insecto, concentracion celular, multiplicidad de infeccién, titulos
virales.

ABSTRACT

The insect cell-baculovirus expression system is versatile and useful for the production of recombinant proteins.
It consists in infecting insect cell cultures with a recombinant baculovirus that contains the gene of interest. An
important limitation of the system is the limited availability of baculoviral stocks with high titers of infectious
particles (plaque forming units, pfu). In this work, the effect of multiplicity of infection (MOI) and cell
concentration at the time of infection (CCl) on the yield of baculovirus infectious particles was investigated.
Combinations of two values for MOI (0.1 or 1 pfu/cell) and CCI (1 or 2 x10° cel/mL) were tested. Kinetics of cell
growth, total protein and gp64 concentrations in the culture supernatant, and the baculovirus titer at the time
of harvest were determined. The highest viral titers, 3.8 + 2 x10® pfu/mL, were obtained in cultures infected at
a MOI = 0.1 pfu/cell and a CCl = 1x10° cell/mL. Such cultures had the lowest cell growth after infection. The
results obtained in this work can be used for the efficient production of baculovirus stocks with high viral titers.
Key Words: Baculovirus, insect cells, cell concentration, multiplicity of infection, viral titers.

Nota:

Articulo recibido el 11 de agosto de 2010 y aceptado el 19 de
octubre de 2010.




66 TIP Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol. Vol. 13, No. 2

INTRODUCCION
no de los sistemas de expresién de proteinasLa MDI utilizada determina la fraccion de la poblacion celular
recombinantes que ha tenido mucho éxito para ciertoque es infectada al inicio del cultivo. Esta relacién puede ser
tipo de aplicaciones es el sistema células de insecto-modelada mediante la distribucion de PoiSs@rigura 1). A
baculovirus (SCI-B). Especificamente, el SCI-B ha MDI mayores de 5 ufp/cél, el 100 % de la poblacién es infectado
sido utilizado para la produccién de proteinas virales con el baculovirus recombinante adicionado al cultivo. En
recombinantes que se ensamblan en particulas similares a la®nsecuencia, el virus toma control de la célula, promueve la
virus nativos, las particulas pseudovirales (PPV). La vacunasintesis de sus proteinas y evita la sintesis de las proteinas
Cervarix, aprobada en México para la prevencion de cancecelulare§9. Cuando se utilizan MDI menores que 5 ufp/cél,
cervicouterino, esta basada en PPV del virus de papilomadlo unafraccion de la poblacion es infectada inicialmente. Las
humano y es producida por el SCI-B. Ademas, varias vacunagélulas infectadas producen nueva progenie viral entre las 12 'y
veterinarias son producidas con este sistema. Un gran nimeras 20 horas postinfecci@nlLa progenie viral es la que infecta
de proteinas recombinantes con uso eninvestigacion, desarrollel resto del cultivo y la que al final del cultivo constituye el nuevo
de biofarmacos y diagnoéstico han sido expresadas en el SCI-Besguardo viral amplificado. La produccion de baculovirus
El SCI-B se ha utilizado para la produccion de vectoresrecombinantes conlleva la sintesis de altas cantidades de ADN
recombinantes para terapia génica, como es el caso de vectorgsal, ademas de las proteinas virales. Estoimpone una alta carga
de virus adenoasociadbs incluso el propio baculovirus, que metabdlica a la célula, la que se ve reflejada por una alta
es capaz de entregar genes eficientemente a células deelocidad de consumo de oxigeno y de otros nutriétites
mamifero&34, Otras aplicaciones incluyen larapida generacién Mientras mayor sea la CCl utilizada, mayor sera el consumo de
de proteinas recombinantes para el desarrollo de terapiasutrientes y oxigeno del cultivo. Altas CCI pueden resultar en
personalizadas. un insuficiente abastecimiento de nutrientes y oxigeno, mientras
gue bajas CCI pueden resultar en concentraciones celulares
El SCI-B consiste en utilizar un baculovirus, virus con un rango demasiado bajas, ya que las células infectadas no continGan en
de hospedero restringido a artrépodos, como vector pararecimiento. Ambos escenarios resultan en una baja
entregar un gen de interés a células de insecto cultiiadas productividad de baculovirus recombinantes.
vitro. El baculovirus nucleopoliedrovirus de multicapside de
Autographa californica (AcMNPV) es el mas utilizado en el  Uno de los principales factores limitantes en el uso del SCI-B es
SCI-B, por ser capaz de infectar cerca de 30 lineas celulares da disponibilidad del resguardo de baculovirus recombinante, el
insecto§l. Su genoma, de 131 kpb, contiene uno de losque es producido en cultivos anteriores de células de
promotores mas fuertes conocidos, el promotor que regula lansectd'?3, Mientras varios trabajos han estudiado el efecto
expresion del ggoolh, que codifica parala proteina poliedrina. de las condiciones de infeccion sobre la produccién de proteina
Con el fin de utilizar el baculovirus como vector, se sustituye recombinante, pocos trabajos han estudiado la produccion de
polh por el gen de interés, ya que esta proteina no es necesarimmculovirus recombinantes. Destacan los trabajos deeflsai
para la replicacién virain vitro. La expresion de los genes al.@yde Carinhast al.l, quienes determinaron el papel de la
heterélogos bajo el control del promotopdkh permite obtener ~ MDI sobre la produccién de baculovirus recombinante para la
rendimientos de hasta 50% de proteina recombinante comntrega de genes a células de mamiferoy no parala produccion
respecto a la proteina total Existen otros promotores de de proteinas recombinantes en células de insecto. Ambos
baculovirus con caracteristicas particulares que son utilizadosrabajos utilizaron un baculovirus recombinante que expresa la
con menor frecuencia. proteina verde fluorescente (EGFP, por sus siglas en inglés).
Carinhastal . utilizaron MDI muy altas, 30 ufp/cél, las que no
La produccion de proteinas recombinantes en el SCI-B es urson adecuadas para la expansion de resguardos virales por la
sistema de dos etapas. Inicialmente, se cultivan las células daparicién de particulas virales defectuosas, mientras que Tsai
insecto hasta obtener la concentracion celular deseadatal.™™ no evaluaron diferentes CCI. En este trabajo evaluamos
(concentracion celular al tiempo de infeccion, CCl). Entonces seel efecto de la MDI y la CCl en la expansién de un baculovirus
agrega un volumen del resguardo de baculovirus que contieneecombinante, que sera utilizado como resguardo viral para la
la cantidad de particulas infecciosas (unidades formadoras dproduccion de proteinas recombinantes por el SCI-B.
placa, ufp) necesaria parainfectar al cultivo con la multiplicidad
de infeccién (MDI, nimero de particulas virales infecciosas MATERIALES Y METODOS
agregadas por cada célula en el cultivo) deseada. El disefio deinea celular y baculovirus recombinante
estrategias de produccién de proteinas recombinantes en &e utilizé la linea celular de insecto Sf9, proveniente de
SCI-B se basa en la manipulacion de la CCl, la MDl y el tiempo Spodoptera frugiperda, cultivada en medio libre de suero
de cosecha. Estas variables estan interrrelacionadas, s&f900ll (Invitrogen). EI mantenimiento de rutina de las células
manipulan facilmente y tienen un impacto significativo en los se hizo en matraces agitados de 250 mL con un volumen de
rendimientos obtenid6$7. trabajo de 40 mL y una agitacion de 110 rpm, sub-cultivando las
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células cada 72 horas coninéculos de 5-7gdldlas/mL. Para  insecto de 72 horas de edad). Se utilizé6 medio agotado para no
las infecciones se utilizé un resguardo viral del baculovirusintroducir nutrientes adicionales a los cultivos. Cada 24 horas
recombinante BacCap desarrollado por Urabel. Este se tomaron alicuotas de 500y se determiné la concentracién
baculovirus contiene el gen que codifica para las proteinas dg la viabilidad celular. Las muestras se centrifugaron a 650 g
la capside del virus adenoasociado tipo 2. durante 10 minutos 8@ para separar las células del sobrenadante,

estos ultimos se almacenaron a 4°C para su posterior analisis.
Disefio experimental
Se evaluo el efecto de la concentracion celular al tiempo de [&Cuantificacién de proteina total
infeccion (CCI) y multiplicidad de infeccion (MDI) (variables  Se utiliz6 el método de Bradford con el reactivo de Bio-Rad y el
independientes) sobre la produccién de proteina gp64 derotocolo estandar para placas de 96 pozos descrito por el
baculovirusyy elftitulo viral (variables dependientes) en cultivos fabricante. Se preparé una curva estandar de albimina bovina
de células Sf9. Para ambas variables independientes sen un rango de 50 a 50§/mL y diluciones apropiadas de las
seleccionaron dos niveles: 1 X$@ x 10 células/mL parala  muestras a analizar. Se colocaron por triplicadpll@e las
concentracion celulary 0.1y 1.0 unidades formadoras de placdiluciones de estandar o muestra en placas de 96 pozos y se
(ufp)/célula para las multiplicidades de infeccidon. Se hicieron adicionaron 20QiL de reactivo de Bradford. Las muestras se
experimentos por duplicado para cada una de las 4incubarondurante 5 minutosy se midié laabsorbanciaa570 nm
combinaciones posibles (Figura 2). El analisis de resultados sen un lector de microplacas. La concentracién de proteina se
hizo mediante un ANOVA (andlisis de varianza) con una calcul6 mediante interpolacién en la curva estandar.
confianzadel 95 %&(=0.05).

Contenido relativo de proteina gp64
Infeccion de las células con baculovirus La proteina gp64 de baculovirus se cuantificé utilizando andlisis
recombinantes densitométrico de inmunodetecciones en membrana (Western
A partir de cultivos de células Sf9 en fase exponencial con unalot). Se mezclaron 18- de sobrenadante de cultivo con25
viabilidad mayor al 95%, se prepararon cultivos en matracesde solucién amortiguadora de carga 4X (0.25 mM Tris pH 6.8, 8%
agitados de 250 mL con un volumen de trabajo de 37 mL alasdoSDS, 0.001% azul de bromofenol, 40% glicerol y 20% R3-
concentraciones celulares a evaluar (3 matraces pomercaptoetanol) y se hirvieron 10 min. Se cargaron 30 mL de
concentracion). La concentracion celular se determind mediantenuestra por pozo y se corrieron en geles desnaturalizantes de
conteo en camara de Neubauer y la viabilidad celular mediantgoliacrilamida al 12%, usando una solucion amortiguadora de
la técnica de exclusion de azul de tripano. Los matraces séris-glicina (24.8 mM Tris, 192 mM glicina, 2mM EDTA, 0.1%
infectaron alas MDl listadas anteriormente y se utilizé untercerSDS, pH 8.8). Posteriormente se realizo la transferencia a
matraz sin infectar como control. Con elfin de mantener volimenesnembranas de nitrocelulosa (Millipore, USA), en un sistema
similares en todos los cultivos, el volumen del resguardo viralsemi-seco (Owl Scientific) a400 mA durante 2 h, con soluciones
requerido para cada infeccion fue llevado a 3 mL con medio deamortiguadora de Tris-glicina. Las membranas se incubaron
cultivo agotado (sobrenadante de un cultivo de células del h en solucién de bloqueo (PBS-Tween 20 al 0.1%, con leche
descremada al 5%). Se llevaron a cabo lavados con una solucion
amortiguadora de fosfatos con Tween 20 al 0.1% (PBST). Para
la deteccion de la proteina gp64 de baculovirus, las membranas
e se incubaron durante una hora con el anticuerpo monoclonal
- FastPlax (Novagen) a una diluciéon 1:10,000. Como anticuerpo
secundario se utilizé un anti-lgG de ratén marcado con peroxidasa
preparado a una dilucién 1:2,500. Las membranas se revelaron
c6lulas no infectadas usando una solucidon de carbazol. Se realiz6 un andlisis
— ——  células infectadas densitométrico de las membranas de Western blot con la ayuda
del programalmage Jv. 1.41 (Wayne Rasband, National Institutes
of Health, EUA). Los resultados se reportan normalizados con
respecto a una muestra control de gp64, a cuya area por
intensidad se le dio el valor de 1 unidad/mL.

Fraccion de la poblacion

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Determinacién de titulos virales

Se determiné el titulo viral (unidades formadoras de placa, ufp/
mL) de los sobrenadantes colectados a las 120 horas post
- — - infeccion. Se utilizé el método propuesto por Mera.[*¥ En

e L giuelon de Polsion que muests el sfecto de12 placas de 96 pozos (2 cajas por muestra a ttular) se sembraron
de células de insecto infectada durante la infeccién primaria. 5x 10 células/pozo en 50 de medio SF900-II. Se prepararon

Multiplicidad de infeccion

\. J
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diluciones seriadas (1@ 10") del resguardo viral atitulary se  dondeY representa la absorbandija dilucion viral,Y  la
agregaron 1QiL/por pozo usando 16 pozos por dilucién y 16 absorbancia minima (que corresponde a la viabilidad minima
pozos como control negativo, a los que se les adicioné medialetectada)a es la absorbancia maxintees la pendiente de la

de cultivo. Las placas se incubaron a 27°C en un ambienteurvayD esladilucionalacuallarepuestafue del 50%. A partir
hamedo durante 6 dias. Al término del periodo de incubacién sale este valor se calcul6 el titulo viral como se describe en Mena
agregaron 10QL/pozo de unasolucién (5 mg/mL) de bromurode et al.l*4

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). Las cajas se incubaron durante RESULTADOS Y DISCUSION

dos horas a temperatura ambiente en agitacion moderada, $6 disefio experimental generé untotal de cuatro combinaciones
centrifugaron por 10 minutos a 2,000 g y se descarté elde las variables a evaluar, segun se describe en la Figura 2. Una
sobrenadante. Los cristales formados fueron solubilizados cowvez infectados los cultivos, se colectaron muestras cada 24
50uL/pozo de dimetil sulféxido (DMSO). Se midié laabsorbancia horas y se realizaron analisis para detectar diferencias en el
a570 nmusando un lector de microplacas (modelo 550; Bio-Radrecimiento celular, produccion de proteina o generacién de
Laboratories, Hercules, CA, USA). Los datos de absorbancia ybaculovirus ocasionadas por las condiciones de cultivo e
dilucién viral se ajustaron a un modelo logistico (Ecuacion 1) infeccién empleadas. En la Figura 3 se muestran las cinéticas de
usando el programa Sigmaplot 11.0.

crecimiento de los cultivos. La concentracién celular maxima
alcanzada fue menor en los cultivos infectados con la mayor

_ a MDI. Elincremento de concentracion celular alas 120 horas en
Y=Y+— . S - S )
D Ecuacion 1 relacion alas condiciones iniciales fue de aproximadamente dos
1+ — veces para los cultivos infectados con 0.1 ufp/cély de 1.5 veces
0 paralos cultivos infectados a 1.0 ufp/cél (Figura 3). En contraste,

Variablesindependientes

Concentracion celular({i)

n;=1 x 106 cél/mL — — Titulo viral

n,=1 x 10° cél/mL

Multiplicidad de infeccion (j)

ny= 0.1 ufp/cél — —

n,= 1 ufp/cél

Variables dependientes

Sistema Células de

Insecto-Baculovirus - .
Contenido relativo de

proteina gp64

Figura 2. Disefio experimental.
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Figura 3. Cinéticas de crecimiento y viabilidad de cultivos de células de insecto Sf9 infectados a dos concentraciones celulares
iniciales, 1x10° (simbolos vacios) o 2 x10° (simbolos llenos) cél/mL, y con dos multiplicidades de infeccién (MDI). Circulos,

concentracién

celular. Triangulos, viabilidad.
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los cultivos control no infectados duplicaron su concentraciénen los sobrenadantes de cultivos infectados a baja MDI fue
celular aproximadamente cada 24 horas (datos no mostradosinayor que la de cultivos infectados a alta MDI. Los cultivos
lo que indica que fue la infeccién con baculovirus la que conuna CCl alta e infectados a baja MDI alcanzaron la mayor
provoca la disminucién en el crecimiento celular. Ademas, losconcentracion de proteinatotal, 1053 + 1§0mL (Figura 5a),
cultivosinfectados ala mayor MDI mostraron un rapido descensamientras que los cultivos con una CCl baja e infectados a una
de la viabilidad a partir de las 24 horas postinfeccién, mientrasalta MDI llegaron a una concentracion de tan sélo 482 + 132
gue el descenso inici6 a las 48 horas en los cultivos infectadogig/mL (Figura 5b). Esto es resultado de una mayor
a la MDI menor. Las viabilidades observadas al final de losconcentracién celular en los cultivos a alta CCl y baja MDI.
cultivos fueron similares en todas las condiciones experimentaleSin embargo, es necesario resaltar que la concentracion de
evaluadas (Figura 3). Ellimitado crecimiento y ladisminucién de proteina en el sobrenadante por célula fue mayor en los
la viabilidad en cultivos de células de insecto infectados concultivos infectados a una CCIl de 1X16él/mL. Este
baculovirus recombinantes han sido observados por variocomportamiento podria ser el resultado de una limitacién de
grupos de investigaciéon y son provocados por el control quenutrientes u oxigeno enlos cultivos a altas CCI, como ha sido
el baculovirus ejerce sobre las células al promover la sintesis debservado anteriormerté 1,
las proteinas baculovirales a expensas de las celtfarfes
menor crecimiento observado en los cultivos infectados a mayot_a proteina gp64 esta presente en la membrana de la progenie
MDI se debe a la infeccidn de un mayor nimero de células en eliral, por lo que podria ser (Gtil para hacer un estimado de la
cultivo, las que dejan de crec@figura 1). progenie viral producida sin necesidad de realizar la titulacion
de los baculovirus, proceso que dura varios dias. Se midi6 gp64
Las muestras de los cultivos se procesaron para obtener @on el fin de evaluar si su concentracién y los titulos virales
sobrenadante, que contiene las particulas virales infecciosas gorrelacionaban. Los perfiles de producciéon de gp64 fueron
constituye un potencial resguardo viral. Se determind elsimilares paratodas las condiciones experimentales ensayadas.
contenido relativo de gp64 de baculovirus mediante WesternSe observé protedlisis en gp64 conforme aumento el tiempo
blot (Figuras 4y 5) y la concentracioén de proteina total en estapostinfeccion (Figura 4), fenémeno previamente reportado por
muestras (Figura 5). La concentracion de proteinatofdl@T  otros autore¥l. En la Figura 5 (c y d) se observa que en todos
de 48.2 + 6ug/mL para todos los cultivos y en todos los los casos el mayor incremento en la concentracion de gp64 se
experimentos la concentracién de proteina mas alta se alcanaiio entre las 24 y las 48 horas postinfeccion, alcanzando una
entre las 96 y las 120 horas postinfeccion. La concentracion deoncentracién méaxima entre las 72y las 96 horas. Unicamente
proteina total en el sobrenadante a lo largo del cultivo se vichubo diferencia a las 24 horas postinfeccion, cuando la
afectada tanto por la CCl como por la MDI utilizada. Se detectdconcentracion relativa de gp64 fue 3 veces mayor en los cultivos
una mayor concentraciéon de proteina en los sobrenadantes defectados a una alta MDI (Figura 5b), en comparacién con los
cultivos a CCl alta, mientras que la concentracién de proteinaque fueron infectados a una baja MDI (Figura 5a). La
concentracion relativa maxima fue de 1.6 + 0.1 unidades/mL, la

r N gue se obtuvo a las 96 horas postinfeccion en el cultivo
infectado con 1 ufp/célauna CCl de 15¢G4)/mL. Por otro
150KDa— lado, las condiciones que resultaron en una menor
o] produccién de gp64 (1.4 + 0.1 unidades/mL) fueron una
1 — —— — — 070 MDI de 1 ufp/cél auna CCl de 2xEld8l/mL.
50KDa—
47KDa— Una vez transcurridas 120 horas desde la infeccion, se
——— cosecharon los cultivos y se procesaron como se describe
sk en materiales y métodos para la obtenciéon de los
al

sobrenadantes. La cosecha se realizé a las 120 horas
20KDa— postinfeccioén, ya que éste es el tiempo sugerido para
cosechar durante laamplificacién de resguardos Vitales
Se determino el titulo viral en los sobrenadantes, el cual
Ctr- Ctr+ T T2 T3 T4 T5 es unamedicién de la cantidad de baculovirus infecciosos
presentes. Los titulos virales obtenidos se listan en la
Tablaly se muestran graficamente en la Figura 6. El mayor
titulo viral se obtuvo en los cultivos infectados a bajas

\. J

Figura 4. Inmunodetecci6én en membrana de la proteina gp64 de la
envoltura del baculovirus. La banda detectada entre 75 y 50 KDa

corresponde a la protefna gp64 intacta. El resto de las bandas CCly MDI. Ademas, se observo que mientras a la MDI
observadas corresponden a productos de degradacién que conservan menor la concentracién celular tuvo un importante efecto
el epitopo del anticuerpo monoclonal utilizado. (Ctr -) control sobre el rendimiento de baculovirus, a alta MDI la CCl no

negativo, (Ctr +) control positivo, (TO, T1, T2, T3, T4) Sobrenadantes = .
de cultivo de las 24, 48, 72, 96 y 120 horas postinfecci6n. tuvo efecto alguno en la produccion de baculovirus
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Figura 5. Perfiles de produccién de proteina total (a, b) y contenido de proteina gp64 (c, d) en cultivos infectados a diferentes
CCl y MDI.

CCI,x10° Tituloviral,x108ufp/mL ( )
cél/mL MDI 0.1 ufp/cél MDI 1 ufp/cél Ly
6 E
1 3.812.0 1.6+0.7 gl i g
2 1.7+0.03 1.1+0.3 = E
£ 84
Titulo viral especifico, ufp/cét Tg ug 34
F %
1 153.1+82.4 88.9+63.4 27
2 29.9+9.7 32.7+5.0 14
a. Se dividio el titulo viral entre la concentracién celular maxXima 0 7 T
alcanzada en cada cultivo. 01 1
. g Multiplicidad de infeccién
Tabla I. Titulos virales obtenidos a 120 horas postinfeccién. ufp/célula

infecciosos. Sin embargo, un andlisis de varianza de 10s datofigyra 6. Efecto de la MDI y la CCl sobre la produccién de
no mostré un efecto significativo de ninguno de los dosbaculovirus.

parametros evaluados en el rendimiento volumétrico de particulas

infecciosas, dada la alta desviacién estandar obtenida en logue aquéllos cominmente obtenidos utilizando otras técnicas
titulos virales. Cabe destacar que, aunque altos, los coeficientede titulacion de vird¥l. Con el fin de evaluar si los cambios
de variacion obtenidos en este trabajo fueron mucho menoresbservados en el titulo viral se debian a una mayor productividad
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