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IRKRTRCDUCCION

La biologia del virus de la poliomielitis ha aido estudiada
activarente en loa Gltimoo afion. Sin eabargo, estos esfuerzos so-
hao redobladc desde que Endoers y colaboradores (1949) pudieron --
propagar a los virus de la poliomielitis cn zultivos de tejidos -
no nerviomos, y yenteriormente Dulbecco y Vogt (1954) y Younger -
(195%) asi=plificaron ain 2hs las técnicas cuando lograron propa--
gar el virun de la poliomielitin en cultivoo de tejidos de célu--
lan obtenidans por tripninizacién de riibdn de mono. De igual mane-
ra los entudios eofectundos tendientes a clacificar antigénicamen-
te cepan atsladas de ente virus demontraron que ellas podian cla=-
sificarse on } grupos (The Committee on Typing of the National --
Foyndation for Infantile Paralysis, 1951; Koasel ot al, 1951; ~- =-
Salk et al 1951; sSalk ot .al, 1951) lo cual vino a constituir un -
gran avance en el conccimiento deo la biologia del virus de la po-
liomielitis, ya que aclaraban conceptos que habian aparecido como
muy confusos anteriormente, Adezés de &sto, la utilizacibén de me~-
dios nutritivos sintéticos (Morgan et al, 1950) permitid obtener-
suspensiones do virus con una cantidad de protefna extremadamente
baja, y as{ ase ha procedido a hacer investigaciones sobre las ca=-
racteristicas del virus, como por ejemplo, accidén de agentes fisi
cos y quimicos mobre su capucidad de reproduccién, sin que subs--
tancias extraias como protefinas, interfieran considerablemente en
cotoon ouiudiou.

Por otra parte continuamente se trata de conocer el espectro

de susceptibilidad de diferentes hudupedes para el virus de la po-




liomielitis. Leode hace algunos ailos, Sabin y Olitsky (1936) ha--
bian logrado propagar el virua de la poliomielitis en cultivos de
tejido nervioso, pero su tentativa en cultivos de otros érgancs -
habfan fallado. En catan &poca el mono era sn realidad ¢l fnico a-
nimal nunceptidle, adezho del hombre, a todas las cepas en gene--
ral del virun de la poliomielitin, s&in onmbargo, su obtencidn, man
tenimiento y zmanejo, haclan su uso orohidbitivo en muchos laboratg
rios. Fosteriorzente Armstrong (193)) logrd adaptar la cepa Lan--
sing al ratén. Aln nof quednban cuchas otras cepas que no podian-
ser estudidadans sino finicamente en monos de los Continentes Asid~
tico y Africano. lLos descubrimicnton referidos anteriormente de -
Enders y colaboradores vinieron a simplificar definitivamente el-
manejo de cuton virue., Los primeros Srgancs ectudiados en donde =
era posible la propagacibn del virua eran, de origen humano: cere
bro y médula esptial, piel, msculo, intestino, suprarenal, riién,
tiroides, pulmén, brazo, corazén, timo, prepucio, fitero, testicu-
lo, placenta y otros, y de mono: tesnticulo, rifién, misculo, cere-
bro, médula espinal, pulmbén o intestinoe

En el prescnte momento podemos decir que el cultivo de teji-
dos usado e¢n una escala mds amplin consiste en el producido por -

la utilizacidn de cdlulas obtenidas por tripsinizacién de ribn -

de mono, tanto cynomelgua como rhosus,

Existen vario.s experimentos sobre la inactivacibdn del virus-
de la poliomielitis por medio de cazlor, y eutre ellos tenemos por
ejemplo, el ocatudio de Lawson y Melnick (1947) sobre el virus de-
la poliomielitia del ratdon, Estos autores encontraron que el ra-

do de inactivacién del virus aumenta al aumcntar la temperatura,-
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Yy ya deado 55°C la velocidad de inmctivacidn es bastante rApida. Sinm
eadbargo, losa nnncion.don‘uutarea trabajaron con virus contenido en -
tejido nerviono de rata y ratdén infectados con eatos virus, y por lo
tanto al ccntener ertas ocunponaiones gran cantidad de proteina extra
fia al virus, es muy jposible que 8nta en algunaa ocaeiones ejerza un-
efecto protector ncbre el virus, y as{ por eojemplo éato muy bier pu-
do haber ocurrido porque eon ccaaiones ol virua en cantidades muy pe-~
quefian pormanecfa active cuando la sunpensidn era calontada & 65 y -
70* por O minu%cs. loo minmoo autores demontraron que la adicidén de
leche a la nunporsibn do virum conferfa n &n%te una protecciédn contra
el efecto inactivante de. calor. For lo tanto pensamos de interés el
efectuar deterainncionen nobre la accibn del calor en la actividad -
do reproduzcidn dol virus de ln poliomioelitism, considerando que al -
usar en el preaente trabajo suopens.cnes de virus conteniendo una mi
nima cantidad de protefnas (C.Cl mg. da % proteico por =l) los datos
obtenidos ne acercarinn mhs a la realidad sobre las caracteristicas-
propias del virus. Mientras este trabajo se encontraba en desarrollo
Youngner (1956) pudlicé alguncs dates sobre este mismo tipo de estu-
dios, pero usando vollimenes de suspensién de virus mayores que los -
utilizados en ¢l presante trabajo.

Con respecto a la reproduccidn del poliovirue en cultivo de te
jidos de rindén de mono sarahuato, mencionaremos que otros autores --
han hecho experimentos similares con diferentes tipos de monos apar-
te de los muy usados cynomolgus y rhesus. Kaplan (1955) y Kaplan y -
Melnick (1995) utilizando cultivos do tejidos de riiién de mono Capu-
c¢hino, encontraron que las células cultivades precentaban una resis-

tencia a sufrir alteraciones morfolbgicas despubs de ser infectadas-
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cen poliovirun, s pesrar de que el virus alcanzaba a reproducirsce enm
dichos cultivon., Asl pues, ler erpeciens de monoo Macaca mulatta (ug
6o rhesus; y Macnaca irue {mono cynomcigus) son las Que ban dado me-~
jores resulinden desile ol puntc de vista de rendimiecnto de virus y-
ce nun:eptibilidad te cblulee infectadan n suflrir una degeneracidn-
consecuente a ia infeccién, efrcto cltopatogénico ouy utilizado en-
lag titulacicnea de virum y de nnticuerpoa, ya que en términos gens
ralesn ¥ y;ara entcon don mencs mencionadon tcdna las célulac de un ==
2uitivo son lg.aimente infectadan y sulren la misza dogencracidn.

Ll =onn sarakusto en nus-e;tible a la infeccibdn experimen--

tal cuanto »r lnmtuiado inirmcorebralmente y padece, consecuentemen

unn tarhlinis polio=i{el{tica (Rodaniche 1952). =~
€atudion antrrioren efectuadon en ette laborntorio (Sosa-Martinez,-

Qutidrres Villegna 40 la Torre, dntos no publicados) demostraron-
y 1 —

que losa cultivoo de te!idon producidos por el mdtodo 'de células - -
tripainizadas de rindn de =monoe sarahuatos presentaban una gran di-
versidnd ean ln intensidad de la reaccibdn celular consecuente a la -
{nfeccibn con distintas cepas de poliovirus tipo 1, es decir, mien~

traa que unas cepns producian un efecto citopatogénico rapido y €la

rc, otras cepas no eran cajaces de producirlo en apariencia. Por lo

‘tanto fubd de interéa conocer las curvas ‘e reproduccién en estas cd

luiaa cultivadas de rinbdn de mono emrahunto.
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MATERIAL Y METODOS

Virus.- Los virus utilizados on entos estudios fueron los aiguien
tes: a) para los eotudios de inactivacidn utilizamos la cepa P2226 pro-
porcionada 5ont11non§o por ol Dr. Albert B, Sabin de Cincinnati, Ohio.-
Esta cepa corresponde a un virus tipo I de virulencia ateauada que pro-
duce un efecto citopatogénico marcado en células cultivadas de ridén de
cynomolgus y de rhesus. El inbculo consistid en lfquide sobrenadante de
cultivo en tubos de rifidn de cynomolgus producidos por el método de ~ -
tripsinizacién de Dulbecco y Vogt (1954) y de Youngner (1954). Los me--
dios 1fquidos nutritivos conaistieron en el llomado medio 199 (Morgan -
et al, 1950) que ccntiene nales :inoralas,’glucoaa. vitaninas, asinolci
dos y rojo de fonol cozo indicador y on ol de Melnick (Melnick y Roor--
dan, 1952) que es una molucidn de hidrolisadoc de lactaalbimina en solu-~
cién balanceada de Hanks con 5% de suoro de cadallo inactivado, Las de~
tersinaciones de nitrbdgeno proteico dezostraron tener una concentracibm
de 0.09 ®g por mi. El pH de las suspensiones fué ajustado a 7.6, La sus
pensibn do virus correspondié al liquido sobrenadante de cultivos de --
tejidos despuds de 48 hores de infeccién y fué preparado en suficiente~
cantidad para todas las detcrminaciones, El liquido antes ds ser enva--
nado y almacenado fué filtrado por bujias de cristal Pyrex de poro ul--
trafino (UF). Deopuls fud envasado en cantidades de 1 ml y conservado -
on un gabinete de hiolo seco. b) las cepas de virus utilizadas en los -
estudios de propagacibén en rinén de marahuato fueron las de tipo I ais-
lades do lan materias focales deo nifios poliomieliticos de la Ciudad de-

México (Cumpillio, Sosa y Aranda, datos no publicados). Originalmente --

las cepas fueron atsladas en cultivon de tejidoa de embrién humano pre-
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parado por ol z820do de Enderas, Y ponteriormente pnsadas 2 & 3 veces-
en cultives de tejidoo de riaén de cynomolgus, prepsrados por el n&tg
do do tripsini:zacién, En el (ltizo pase se prepard suficiente indculo
para eatos entudien, conpervhndolo tazbién en gabinete de hielo seco.
Todns eotan cepas produjrron un répido y clarc efecto citopatogénico~-
en células cultivadas do cynomolgus, ani cozo en fibroblastos de cule
tivon de tejides de embridn humano; pero en cultivo de tejidos de ri-
A6n de sarshuntc su efecto ern mucho mhs lento y menos claro, al gra-
¢c que algunar de ollan necea.taban do 5 a 10 ¢4{ns para producirle, -
2lentras que ern los cultivon de tejtdos de rinén de cynomolgus el e--
focto era vinttle a laws b herasn.

Cultive de l;JLdon.~ in entoa exp-rimentcs se prepararon culti-
von de teiidos en tudo de rifién de cinomolgus o sarahuato por clométg

do de tripminizacidn (Dulbecco y Voirt, 1954, Youngner, 1954). En bre-

ves palabrag ente zétodo cunniste an lo elg:ienter se utilizan monos- ’

snnoa, los cunles ca nncrirscén {nyectindoles Eviphn sddico en exceso,
ol entrar el animal en narconis loa riflones se extraon'con técnica --
aséptica, procurande eliminar la sangre que contienen en lo mAs posi-
bie. Evtos rifiones oe recogen en una solucién reguladora de fosfntoa-
fria y ne pasan a un laburatorio bacterioldgico en donde se descapsu~
lan y se seccionan, secleccionado preferentemente la corteza. Esta se
tritura cen tijeras uterinas hasta obtener frugzentos de aproximada--
mente un mil{metro de dihmetro, los cuules se lavan variag veces con-
solucién reguladors fria y luego se ponen e¢n un badio de tripsina al -
0.55, entre 33 y 25°C, En ciclos susacivos loa fragmentos sumergidos-
a* agitan por medio de un agitador eléctrico durante 10 minutos, se -

de j: n decantar lou frogmentos y el cobrenadante que contiene células-
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ainladas es pasadc & un bafio de hielo fundante para inhibir la accibn
de la tripninan., A loo.fragnentoa de ridén ne vuelve a agregar solucién
de tripaina ¥y ne agitan. lap células aisladne son lavadas posterior-~
zente 2 § 3 vecon para olksigur la :ripni;a Y onseoguida se suspenden-
en el agﬁic nutrﬁ:ivo & una concentracién de aproximadamonte 1:10C0 -
que equivale a 3O,GC0 cblulas por ml. El 1{quido nutritive usado tan
bién fué el medic 199 adicionado do nuero de caballo al 5% de antidid
ticoa, penicilina y entreptomicine a una ceoncentracidédn de 100 upida-~
des y 1C0 micrograzus yor ml. roape-tivamente. Enta suspensiln do cé-
lulan ne pasa a tuboo dr to;idon on cantidad de 1 mnl y lga tubos que-
lan contionen nse incuban inclinador n 37*. De eoota manera, a los cua-
tro df{aa ne obtienn una capa do denarrollo colular en una do las por-
cionen de ia pared del tubo, El medio nﬁlrttlvo se cambia, reatituyég
dolo por medio frarnco en cantidad de 1 2l y los tubo; aocn inoculados-
con 0.1 =1 del inbculo en entudio.

Yonos.- S5¢ utilizaron ejemplares de la especie Macaca iru? -
(mono cynomolgus) y de Alauatta palliata (mono sarahuato). Los prime-
ros fueron obtenidos de las lalas Filipinas a través de proveedores -
organizados y loas (ltimon del estndo de Campeche por gentileza del Jg
revdc los Servicios Coordinadons de este estadc. Todo ellos fueron - -
ejemplares adultos y dieron reacc:én negativa a la tuberculina bruta-
sin dilufr por inyecciédn intrapalpebral y estuvieron sujctos a un i~
gimen alimenticio balanceado,

M&todo de inasctivucibén del virus.- Se utilizé un bado maria -
de una tomperatura constante a 55°C, con una variacidén de # 0.5°C, a-
gitando constantemente con agltador eléctrico. La suspensidn de virua
fub pucata, en lon cnnayos preliminures, en ampolletas de 2 ml conte-

niendo 1 ml del virur. Poateriormente se utilizaron capilares de pared




guy Zelgada e sproxicadanents 5 cm Jde largo conteplendo de C.1 & 0,2
£l de raepencide de virua, Ln cada exyerigento oe introdujeron al ba-
fo unog U <aplisver conteniends el virum, ne sszpezaba a tomar el - -
L0370 7 A diverpre Lntervaive ne nacaban » capilinres que se pasaban-~
A ua bado de Xlelc. (anr determinaciones corrospondientes al tiempo O-
cerrep,cnden 3l t0tule e Infrotividad do capllarec tomados al azer -
que en Lugar 4 rey pucnics en bdafic maria fueron tntroducidos directa

. *
fente on el tafio de Rlielc,.

¥blode de 4o

iin del virue.- ¥n los experimentos de inacti-
vacibn por medic del caler el liguido de los capilaren corrocpandien~
ter a una Buesnira era ranadc a Tulon y e ahd ge parifa para hacer la

dlliucioner jpre;

entvan al déoime. Be utilizd como diluyente una solu-
¢tbn balanceada de Hdanka. £l 1fguide ain dilufr ne expresa en los cua-
dron y crh’icnn zoma de upa dilucida IGV exprenada en logaritmos,

¥n len catudion de projagucidn del virus deterzinando las curvas
de roproduccidn, loa lfgquildse de v rios tudoz extraldos de la incubado
ra a un deterz=inado tiezmpo ne mczaclaban y dilufan como se dijo ante- -

riormente,

En todoa los canon se procurd utilizar al hacer l;u diluciones -
cuando menbas .5 al Lurn hacer cada dilucidn, en ningGn caso utilizun-
do la porcidn terminal de la pipota. Tumuidn se tomb como regla el de=
tranaferir eo! volumen para ailufr con la pipeta, la cual se descartaba,
utilizando una nueva piseta para cfectuar lu mezcla del diluygpto y ==~
del 1{quido agrejude, tomando ¢l volumen necegario para pasarlo al si-
gulente tubo do diluctén, deccartando lu pipeta, y asi aucouivnmo?te.-
Los tubonm de lan diluciones e virus siecmpre seo tuvieron en una gradie
1la sumerglde on hielo con objito de evitur lo mbs pogible o) deterio-
Fo del virun; y tan pronto ase hicieron las diluciones se procedia inme
diatamento u hacer lne {noculactones en los tu?ou de cultivos de teji-

dos,




-9-

RLEBRULTADOGS

Inactivacién térnicn de} virus,~ La innctivacién de los virua para
la preparacién de wvncunan de virus suertos principalmente se lleva ae
cabo con suntanciam quinicas de! tipo del forsaldehido o del fenol, o
por la accidn de la irrnt:iacidn vitravioleta. En todoa estos CaSNG «=
fienpre se jrccupa ronjetar lo nhs yoaible las propiedades antigéni--
can del virua. Fara el carc de loe agentles quimicons la accibn de laa~
sugtanciae mencionadan juede roer cog frecuencia un tanto dréstica y -
cabe la ponitiliind de que lan Erupos proteicos conatituyentes del --
princtpio tnmunizante eufran axtigénicazento unn deonaturalizacibn en
detrimento e nu capactdnd tazuntzante. Asn{ pues, ante la posibilidad
de preparsr come ¥acunn un virua tnaciivado por medio del calor, se -
pensd convenlents ante ‘oo, hnacer ettuiios sobre las curvas de ipace
tivacibn quo prenenta o1 yoltovirua.

Para cote otjeto ae wutilish una suap2nsibn de virus, que como diji
o8 anteriormente, contiene muy pequeila cantidad de protefina extraia,
Loa experizcaton e ofectuaron en capllares anteriormente descritos,-
loa cualea fueron sujetos a una temperatura de 55°C per diferentes in
tervalos,

En loa cuadros 1 Y & y srhficas 1 y 2 se dan los resultados de ex-
Perimenton preliminares hechos para conocer el tiempo necesario para-
ou inactivac:én total, Estos reuultados demuestran que el virus se -=
inactivé entre 5 ¥ 10 minuton desjués de entar sujeto a 55°C en un vo
lumen de 0.1 a C,2 ml. Lou dono experimentos efectuadon en diferenten-
dias fueron indicativoa de lo rosproductible deo los resultados, ya --
que los drtos obtanidua concuerdan entre si. Un nilmero suficiente de-
titulacionen aobre im infectivicad de una nisma nuipensidn de virus -

efectunda anteriormente nos tndicaron quo ¢l método utilizado en es-~-
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tas 2itulaciconen 4486 una variacibn de + 0.2 de logaritamo (diluciones
oexprenadas en logaritrond

Cen 9l objeto do urar un e{nimo de volumen del virus precentan-
do al mimmc tiexjo una mayer auperficie de exposiciédn al medio inac-
tivante, en lon experimenton nigulentes el virus se envand, en los--
tuboa gemicajpilarer dencrites antoriormente, en vollmenoa de 0.1 a -
0.2 1. Al Bismo tlempo, re iczaron muestras a intervalos menores --
con el oVjeto da conocer la velccidad de innctivacibdn del virug a --
55%C, do cada zuentra se hi:zo unma titulacibdn do la infectividad resi
dual, lLon renultadoen de entor erxyerimentons se dan on los cuadros 3,-
by &y &fican 3, & y 5. Ellon Jemortiraron que el virus se fu§ inac

ivando prosrecivazente, on decir, la infectividad residual fud inver

sagonto projorcional al tiemyo de inact:i:vacién. En ninguno de los ox-
perimentos ne od ervéd que la Gltizn jporcidn del virus vivo necositase
do un perf{cdo de caleontnziento excenivamente largo.

Lot experimsntos ofectuadon con 1 ml de suspensién de virus eava
aado on anpolletan de 2 ml de capacidad demoxtraron que a mayor volu-
men sujetc al medio innctivante mayor eus el tiempo neccaario para pro
ducir la inactivacibn total, y an{ por ejemplo, cuando se ugaron los-
capilares conteniendo do 0.1 a 0.2 ml de virue la inrctivacibn total-
ocurrié a los 6 minutos de calentamiento a 55°C, mientras que al uti-
lizar ampolletas conteniondo 1 nl, el tiempo requerido para la inacti
vacién total del viruas, dende ol punto de vista de asu capacidad de re
produccién, correspcrdiéd a un intervalo de 30 minutos (cuadros 6 y 7=
Y figuras 6 y 7),

Propaguncién del poliovirus tipo I en cultivos de te{idos de riién

de mono snrahuato. Come ys dijimon, experimontos anturiores c¢fectua-=

408 en ento laboratorio habian demostrado que diastintas cepao de polio



“ll-
virus tipe I hatf{an producido un efecto citopatogénizo muy variable -
o intensicad, por io lanto, ne hicieron inveatigaciones con elobjeto
do conocer si er realidad migunas cepas ne reproducian en sstos culti
vca. Fara tal chleto ctnida una do lam cepas estudindas me inoculd en -
1% tudcs de cultive de riidn de sarabuato con C,1 sl de cada una do -
lar cepam nin <ilufr centenidas on el lf{quidc nobrenadants do culti--
vos infectadar de rifnbn de cyasomelgus. Los tubon inoculados se pusie-

rin oen un o

a girar & 'W*I por enpacio do don horan, al cabo de -
tan cunlea ne nnzarza de La Lnvubadora y se procedid a lavarlos con -
rolucldn de fania con el obllele do elimipar el virus qQue no habiendo-
atde adnoriidn 1ar las cdlulan guedara rn el liquido sobreandante. la
operacidn tel lnwvadc me efetud do cene n dlex vecen Cin 2 ml de solu
ci8n do Hanzxa, al finn. dol <.nl ne rentituyd en volumen igual con we
dio de Melntck can 5% de suerc <e taballo inactivado, Loo tubos asf -
lavadon oe pusier~n n rolar nuerazente. Inmediatazente después de la--
¥ar ae tomarecn iren %ubom cuye contenido fub mezclado y titulada su -
infectividad; onta titulacidn currespon.e ul! tioopo C de las gréficas
8, 9y 1¢ ¥y cundron 8, ¥ y 1C. liuevos tubovs se volvieron a tomar a ==
los 2, 5, 8 y 1> dfans de haber ofuvstiade la inaculscién. il lfquido -
correapondiente fe tubons Je unn 2isme mueatra fud mezclado y titulado.
Antes de tomar lam mueatras ne hiro una obaervacién sicroscdpica de -
loa tubos tnoculadon,

Los cumdron nu{ como las grhfi-ns correspondientes nos demostra--
FOM on primer lugar que lan alteraciones coelulares ocasionadas por in
frccidn del virun no mon vonatuntea on todos los tubos y lo que o8 LD
Probable nt niquiera en todan laa célulan, Mientras que unos tubos no
presoitaban alteracién alguna, otros ensedaban un cfecto citopatogéni

. dg=
€0 que no nn mant fostaba en la totallded del cultivo, Ea wha, rud do
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nucatre iopresifn que ¢n un sipzo tubo habf{a gran varincién en lo que --
reapecta s nunceptidilicad de las cédlulas n oufrir el efecto citopatogh-
nice ya que era posibdle cboorvar célulan nermnles alternando con células
suy degenerndan,

Loa renultadon do las titulaciones nos indicaron que la mayor par-
te de laa cepan demontraron t{picas curvas de crecinmiento, por ejemplo =-
aquéllas n donde ol virus fub lnvado (tile=po O) ol tftulo de infectivi-
dad fué niredodor de 10-1.% debidn protadblemente a virus recidual no eli
minado, poro a las 24 & 4& horas despuls se pudo domostrar claramente un
aumento en la concentracidn del virus que no dejé dudas sobre la capaci-
dad da reproduccidn dal virus on onte tipo do cultivo de tejidos a pesar

de que el efecto citopatcgénico no ful claramente obaervado.
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Lor experientos de inrctivacién del virus de la poliomielitis tipo
I demostrarcn que el virueé e senoible & la accibn del calor, ya que -
eps deatrufdo en urnos cusntos minutos cuando se usan pequedes vollimenes
de cunpenniln en recipienien de parodes zuy delgndas y que hpcen que -
Ja suepenntdn del virue preaente una amplie superficie de expoaicién -
al medio irastivante,

Exficten slgunce iraba’cn oobre la inactivacién de otros virus por -

redio del calor, en lunle me demuentra que la inactivacidn no correge-

poniie a una rearnilifn e yriger crden, Ya gue .a valocidad de inactiva-

[

cLbn va

Leaminuyendn al srady gue jara

s
e

activar las Gltimas porciones
de virun ae Aecenita un tiempe mln large. Sin embarga en nueostra ople-
nidn creezmen gue en loa fenbzmenrca le tnaztivncidn erxfuten zuchos factg
ren que intaerviensn direciazento entre el virus y el uasente inactivan-
te y ccze ojemplo pondresum ia influcncia de los uratos sobre la inac-
tivrcibn del virun udr Newcantle por medic de la luz ultravioleta (Sosa
¥artirez, Hierro homero, 194%%) en donde los uratos protegen al virus -
del efects fnunctivante de ente tip) de irradiacidn. Joco dijimos ante-
riormente Lawnon y Melnica dezostraron que lea adicidn de leche a una -
suspensidn de v.rus de poliomielit:is murina interferia en el efecto -~
inactivante del calor, us{ pues para hacer comparaciones resyecto a la
accién f{nactivante del culor, de loa diferontes virus, oe deb: r&n topar
en cuenta loa vehiculos unadon, ya que entou d.fieren considerablemen-
te un loa diforentes trub.ujos que tratan nobre este tema. Nosotros no-
tonemos auficierntesn datos para decir si ln inactivacidn deol poliovirus
tipo I por madic Jel calor sigue lot lincamientos de una reaccidén de -
primer orden.

En lo concerniente n la propngncibdn del virus en cultivo de tejidos



~1la

de rifbn de earahuato, lcs cxpericentos dados en el prescente trabajo -
as{, como exyeriencins previas efectindas en este laboratorio, indican
que ent 5 cultivon presentan uns mayor renistencia que loe cultivoe de
rifdn de cynomolius a aufriy alteraciones citoldgicas. Adeclo de &sto,
ec importante proncionar que ac todans las célulus de un miosmo cultive ~
desarroilan dichas lecionr: 10 que ha sido previamente demostrado por-
Faplan quien utilizando cultivon de mono Capuchino encorntrd que algu--
non cultivon nn aufrfan ninstin efesto citopatogénico 5 en otros fnica-

zente un jorcen:ajte =nf

bas

ize fueres ¢nyocen de reproducir al virus, = -=
mientras que ol recto de lan células nt oe infectaban ni sufrfan alte-
rncidn nlguna. Ae! juen parece ner que hasta ¢l mcmento ol mono sara--
huato por sl sciu tiene muchan lizitacionos para oer usado on trabajos
de poliozielitin de cultivos de tejidos, cabe nin ombargo hacer resal-
tar que zuchnra de las cepso produjercn on entos cultivos de rifbn de -
zmono narahuato, concentraziones de 5,000,0C0 TCIDSO por ml, que i - -
blen con algo inferiores a los que as puoden obtener en cultivoe de ri
A8n de mono c¢cynomolgus no son del todo despreciables y por lo tanto se
impone la neceaidad de ofe-tuar nuevas experiencias con el cbjeto de =
deacubrir la manera de aprovechar entos monos en trabajos scbre el vi-

rus de la poliomielitis y otras viruse.



Cuadro l.-'Deterzinacidn del tioe=po necesaric para inactivar la cepa
P2226 de poliovirus tipo I cu-%i0 en sometida & una tea-

erptura de * C en vollizmenesn 4o 0.1 a 0.2 al, .
Pera

Efecto citopatoghaicn °
Tiezpo
(zinutes) Tudoo

1 2 73 4
o] . . . - P ¢
5 * - + .
10 (o] 9] ¢} o]
15 0 o} Q Q

+ = Efecto citopatoghnico positivo.

O = Efecto citopatogénico negativo,



Cuadro 3.- Titulacidn de la infectividad resiaual de la cepa
PP 2226 de poliovirus tipo I cuando en sometida por
diversos intervalos a una te=mpoeraturs de 55°c. en

voli=enes de 0.1 a 0.2 =l.

Tiezpo EFELCTOC CITOCPATOGEINICDO
{zinu- Diluciones Titulo
- - -} -te - - -
tos) 10° 107t 107¢ 1073 10 1077 1078 1077 TCID
Y

-5.6
o} e 0,0 e 0, 0,¢) +,0,0,0¢ 0,0,0,0 10
. . ) -0.5
5 +,+,0,0 0,0,0,0 | 0,0,0,0{¢,0,0,0 0,(,0,0 10
10 0,0,0,0 0,0,0,6 | 0,0,0,0 ¢ 10°
15 0,0,0,0 0,0,0,0 | 0,0,0,0 ¢ 10°

% 4 tubos por dilucibn
+ aEfecto citopatogénico positivo,
0 =Efecto citopatogénico negativo,



Cuadro 4.~ Titulecibn do la infectividad rentdual do la coepa P 2226 de polio-
virus tipc I cuando es comelliia por diveracs istervales a una tea-

peratura de 55%c. on vollmesnea 45 .1 a 0.2 =i,

Tiempo E L A A A CITIPATLSI LN DTG LITUL0
=inu- n UCI1oXES TCID,
{ n? IL¢U 3 6‘350
tos, -1 -2 =i - -0 -7
10° 10 10 1 10 107~ 6 10
<

0 crermis | oyeiee | ©,0,0,0]06,0,0,0 10733

o . 3¢5
3 PR Pyt et Pyt r, +,0,G,0 ¢,G,0,0 i
6 +,4,6,0 | 0,0,0,0] 0,0,0,0
9 0,0,0,0 | 0,0,0,0} 0,0,0,0

4 Tubos por dilucién
+=Efecto citopatogénico positivo
O=EZfecto citopatogénico negativo




Cuadro 5.~ Titulacibn de la infectividad residual de la cepa P 2226 de polio-
virus tipo 1 cuando em scretida ror diverson intervalos a uza tem-

peratura ce 55°* c. en voll=enes de 0,1 a 0.2 ml,

Tiezpo EFECTO CITOoFATOSENTICO TIMNLE
(zminu- Dilucionos :
tos) 19° 107t 1072 1077 107" W™ 10‘6 10-7
-

~5.5
0 LR R R B 9,0,0,01! 0,0,0,0 10

~2.8
3 Gy by eyt +,0,0,0 | 0,0,0,0] 0.0,0,0 07"
6 0,0,0,0 0,0,0,0} 0,0,0,0 0,0,0,0
9 0,0,0,0 0,0,0,0} 0,0,0,0 c,0,0,0

4 tubos por dilucion

+z=Efecto citopatogénico positive
O=Zfecto citopatogénicn negativo



Cuadre 6.~ Titulacidon de la infectividad recidual de la cepa P 2226 de poliovirus
tipo I cuando es sometida por diversos intervalos a una tezperatura de

55°c. en volumenes de 1,0 ml,

.

Tiempo EFZCTO CITOPATOGENICDO Titulo
{minu- Zilucioneda TCIDEU
- - -, - 3 - -
tos) 10° 107t 1072 1c7- 107" 10-- 1076 1077
-

. . , -5.5
O Pyttt t e vt 0,0,0,0 v,0,0,0 10
- . i -0.5
}O Ty, \),\,'O,o 0'0.0,0 10
e ¢,c,¢6,0 | 0,0,0,0 0,6,0,0 10°
a0 ¢,c,0,0 | 0,0,0,0 10°
# L tyros .or dilucibn

+ = Efecto citopatogénico positiveo

0 = Efecto citopatogénico negativo,




Cuadro 7.- Titulacion de 1la

infectiv:idad residual de la

cepa P 2226 de poliovirus tipo I cunndo es -

sometiida por diverscs intervalos a uan tempe

ratura de 55°C en

Tiepo Efecto Citopact enico Titule
{ainu~ = - TCID
tos). 2iluciones 50
1c° 107t 10-2 1077 07" 1w 107° 1077
*

- -t.0
0 L I N A B P +,4,0,0 5,6,0,C 10
15 0,0,¢,0( 0,0 o~1e5
=2 Tatyty MRS RE WUl ,6,0,0 1
- -~ -~ . e R o
20 0,2,L,0 v,60,6,01 v,6,0,C 10
45 C,e, o | C,0,0,0] 0,0,0,0

£ 4 tubosz por dilucibdn

+ = Zfecto citopatogénico positivo,.

0 = Efecto citopatogénico negativo.

b
4




Cuadro Y.~

Reproduccidn de la cepa N*

en cultivo de rifidn de mono sarahuato.

Titulaciones

60 de poliovirus tipo I

efoctuadas en cultivo de ribn de =onc cynomolgus.

Tiempo EFEZCTO CITCPATOGENTICO Titulo
Qespues Diluciones TCID5C
de la i-
nocula--
c¢idn. o -1 -5 - - - . -
(dias) 10 10 1072 107> |07t 107 107° 10
*
0 -1.5
ty 4y 4,0 ] ¢, 0,4,¢] 0,0,0,0( 0,0,0,0 10
-5.0
1 D I Tl R A B A N R R R I TR o B N ¢ o] 0,0,0,0 10
6 *ytytyt ] 40, 04] +,¢,+,410,0,0,0]0,0,0,0 9,0,0,0 10-5.5

4 tubos por dilucibn

+asEfecto citopatogénico positivo

O8Efecto citopatogénico negativo,




Cuadro 9.- Reproduccibn de la cepa lio 1o de poliovirus tipo I
en cultivo de riidén de mono sarzhuato. Titulaciones

efectuadas en cultivo de rifdn de =monoc cynomolgus,

Tienmpo Efecto Citopatogénico T{tulo
fengue; 1 Diluciones TCIDSO :
i€ .a I-;
nocula--} ) :
ci’n. . ‘ _ - L -4 e _ _ .
(dtas) 16° 07t 1072 1077 10 w0’ 107° 1077

=
2 +,+,+,0 | v,0,0,0] 0,0,0,0 10703
: i eyeyeyr | e,e,4, 4| ¢ -,4,+] 0,0,0,0] 0,0,0,0 | 0,0,0,0 I 10722
. ' -2,0
5 +,4,4,+| 0,0,0,0} 0,0,0,0}| 0,0,0,0 10

54 tubos por dilucién
raZfecto citopatogénico positivo

O=Efecto citopatogénico negativo

sy



Cuadro 10.- Reproduccién de la cepa Yo 9 de pollovirus tipo I

er cultivo de riddn de mono narahuato, Titulaciones

efectuadas en cultivo de rifibn de mono cyno=olgus.

TiEZP? Efecto Citopatogendid o
droB5zués Titulo
de ) -
de la i Dilucionests “CI0g4
nocu.a~-
zién. : i :
. C - - -3 - -5 - -
dias) 10" 107t 1072 107" 1077 1077 107" 1077
*
0 et ytyty+ | +,+,0,010,0,0,0 1072-0
1 ety v e +, G | +,u,0,0 | 0,0,0,0 107
6 ~yt 4yt | +,0,0,0 G,0,0,0 10727

k3 4 tubos por dilucibn
+zEfecto citopatogénico positivo,.

O=Efecto citopatogénico negativo.

O,
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Minutos de coleatamtento.

Figura 1.. Titulaciém do infectividad residual do una
suspenoidén do poliovirus tipo I (cepa P2226)
sujeta a una temporatura de 55°C en diferen-
tos intervalos do tlempo. Suspensién do vie-
rus contenida en capilares en volimenes do -
0.1 a 0.2 ml.




Figurs 2..

3 © 9
Minutos de calentamlento,

Titulacién do infectividad residual do una
ousponsién do poliovirus tipo I (cepa PR226)
sujeta a una temporatura de 55° C on difervn
tos intorvelos ds tiempo. Suspensién do vi-.
rus contonida en capilares en volimsnes d.a -
0.1 a 0.2 m).
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Pigura 3. _

Minvtos de colentamiento.

Titulacién do infectividad ds una suspeneién
de pollovirue tipo L (capa P 222b) sujots a -
una tempartura de 55°C en diferentes interva
loe ds tiempo. Susponsién do virus contenida
uvn capilares on voldmenss do 0.1 a 0.2 ml.
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Minutos de colenfomienta,

20

Figura .- Titulacidn dv infectividad rveidual do una
. puspennidn de poliovirus tipo I (cepa P 2226)
sujota a una tomperatura do 5°C en diforen.-

tes intervaloa de tiompo. Sueponsién de virus
contonida en ampollutas on volumn de 1.0 m).
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Mlraitos de colantamlento.

Pigura 5.~ Titulacidédn ds infoctividad residual ds una
ausponsidn de poliovirus tipo I {cepa P 222 )
R sujota a una tomparatura ds 550C on diferon.
: e intervalce do tivrpo. Suapensidn do vie.

rus contenida oan agpullotas en yolumon do e
1.0 ml.
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Plpgura 6, .

Curvn do reproducticon ¢ la copa No. o0
49 puilovizus Uipo | on cultivs do rindn
do muns saraf.atc. Fituiaclispia efectun-
dan o1 cnttive 42 rinin de mone cyniadlgus.



Plgura
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I'q S 4
Dios agespues do la Tnoculucion,

3

7. Curva ¢s rwproduccidn do la copa No. § dv
poltovirua Lipu 1 on cultlvd do riiidn ds
2000 gamhuatoe. Titulacicomms efoctuadns -
on cultive do riida de mono cynamolgus.

o
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Dwa dewpues de o Inoculacion,

Flgura H.- Curva ds mproduccién do la copa No. 16 do
poliovirua tipo I on cultivo ds ridén do -
mono sarahuatu, Titulaciomee efoctundas on
cuttivo ds rifén do mono Cynamolgue.
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