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I.-INTRODUCION.

Actualmente 1o protecciisn de la poblocidn contro las infec-
ciones virales se realiza mediante la gaplicacivn de vdcunas que
van o proporcionar inmunidad. Pera ls preparocidn de vacunaos Se
requiere de grandes poblociones de virus que se pueden obtonear
mediante su propogacidn on animales o en cultivos celulores.
Uno de los principales problemas, en el primer coso. es el
€ostd que representa para el laboratorio los animales asl como
su cuidado. Por esta rozén se han desarrollodo metadologlas
pora la obtenciin de cultivos celulares. los cuales pueden
disminuir el problema de costos.

A.-CULTIVOS CELULARES.

Los estudios que se hon realizado sobre cultivos celulores
han propiciado que se les clasifique de acuerdo al ndmero de
pases a 1los que se sujeton, en: CULTIVOS PRIMARIOS, CEPAS vy
LINEAS CELULARES ; CELULAS TRANSFORMADAS.

CULTIVOS PRIMARIOS .- Provienen directamente de los tejidos de un
onimal o un embridn. Las célulaos disociadas (en generol se consi-
gue medionte el trotomiento del tejido con Tripsina) se sus-
pende en medio de cultivo 1llquido y se espero que sedimenten
sobre la superficie sdlido del recipiente., Los cdlulos se fijan o
la pared y se dividen por mitosis hastao producir una copa dnico
de c&lulas, que constituyen el cultivo primorio; este cultivo
confluente pueds subdividirse para inicior un nimero llmitodo de
cultivos secundorios ya que hablituolmente las c&lulos degeneran y
dejan de dividirse despu¢s de un tiempo prolongodo o do subculti-
vos repetidos, tanto los cultivos primorios como Secundorios
conservan el nimerc diploide de cromosomos. coracterlstico del
tejido iniclal; 1los c&lulaos son delgadas y elongodas (seudofibro-
blastos) o poligonoles y tendientes o formar monocopas (seu-
doepitelio}, ademius aclgunas células tienmen borde redondecdos,
semejontes a las cblulos epitelioles, peroc no formon monocapos
{célulos - epiteloides). Si las c&lulas son aolargadas se orientan
regulormente unc a otra, ios poligonnles y epiteliales no  so
orientan de monera regular. Los cultivos primarios obtenidos a
partir de tejidos cancerosos difieren de los cultivos de
celulas normoles por su orientacion, que es al azar (15).

CEPAS.-Son c<slulas que no presentan clteraciones morfoligicas ni
de crecimiento, parten de un cultivo primario y @ menudo Sse
llomon CEPAS CELULARES OIPLOIDES, el ritme de crecimiento dis-
minuye al cabo de unas cincuenta duplicociones o
pases, terminuadose el ciclo vital de la cepa. Paora inicior un
nuevo cultivo o pase, las célulos deben ser transferidas en
densidades relativomente elevadas. Durante los cultivos de
cepas c¢elulorss pueden surgir lineas celulares continuas (15).



LINEAS CELULARES .- $e traota de células que cdaoptaron corqcte-
rilsticas propias de células malignos o premalignos. Estas
lineas celulares se desarrollan mis ripidamente que 1los cul-
tivos primorios o que 1las cepuas celulores y stempre son
oneuploldes.as decir, el numero de cromosomas que contienen no es
el normal del ‘tejide de donde provienen. También se pueden
. obtener directomente lineas celulares continuas a partir de
cultivos primarios de tejidos malignos. Paro inlciar un cultivo
de 1lineas se requiere de un inkculo menor. FPresentan escasc
densidod de soturociin y se considera que son inmortoles.

CELYLAS TRANSFORMADAS,.-Las lineas celulares presenton cambios
considerables debido o la acporicidn y selecciin de voriantes, lo
denstded de saturqcidn aumento y las cédlulas sSe  superponen
orientindose irregularmente con respecto o los demis. Estos 18-
neas celulares transformadas son generolmente neoplusicas, pro-
ducen concer: se pueden ocbtenar a través de loa infeccidn
con virus oncogénicos en cdlulas nermoles de cultivos primerios
© en cepat celulares. Muchas lineas celulares tronsformadas,
procedentes tonto de cdlulaos normales como de tejidos malignos
dan lugar a tumores cuando se trasplontan a onimales sensi-
bles (9).

Para reglizar el crecimiento "In vitro® de las c&lulos ani-
moles s& ha requarido de la eleborocidén de medios llquidos
especlficos que contienen los lones requeridos a concentraciones
isosmiticos (semejontes a los del organismo) y pora elle 56
utilfizan scluciones salincs balanceadas, sales 1inorgunicas ¥y
amortiguadores de fosfatos., Pora que el crecimiento de las
cdlulas se efectue se adicionan gl medio sglino: ominodcidos,
vitamina$ y otros productos bioldgicos que permiten tante el
desarrollo come el mantenimiente de las cdlulas.

Los preductos bioldglcos empleados han side: plasma, suere
songulneo, liquidos corporales y extratos de embriin de pollo.

En 1los primeras técnicos se embedian los fragmentos de teji-
dos en medio de un ccogulo de plasmo, octuclmente oSte motodo o5
poco empleado,se utilizo solo como técnico de investigacidn por-
ticularmente en embriologla. Se prefiere el plasmo de pollo, yo
que &ste produce un coagulo firme.

En relocidén ol sSuero sangulneso Se usan sueros de mu=
chas especies,pero los mis comunes son: al humano. el de ternara,
el fetol bovino y el de conejo.

Entre los llquidos corporales empleados estin: llquidos am-
nistice, ascitico y pleural que se han usodo con é&xito, pero
sSu provisidn es algo erriticc y no tienen aceptacidn genercl.

Los extractos de embridn se usan con frecuencia pars increo-
mentar el desarrollo celular, en especial de las cdlulas reclén



aislados. . Puede subatituir al sueroc en algunos casos, espo-—
ciolmente en el cultivo de tejldos diferencicdos.

fara evitar las contominociones en estos medios que son
altomente ricos en nutrientes se ha requerido del uso de anti-—
bidticos. En general, se agrega a los medios de cultivo penici -
iina a 188 U/ml y estreptomicimoc a 188 ug/ml.

En  oamnios sSe puede usar la polimixing y lo neomicina a 18y
uagjml. Pora evitor la conteminacidn por levadurgs y hongos sw
emplea 1la nistotina {Mycostotin) o rozén de 18§ ug/ml y la anfc-
tericina B{Fungizona) en la proporcidn de S ug/ml, pero ombos
tisnden a ser ocumulotjvomente citotuxicos despuds de unos cuan—
tos subcultivos celulores. £1 probleme mas difleil es 1la conta-
mingclidn con  micoplosma, pero hay informes que indican que
el tratemiento con Konamicino o rozin de 50 ug/ml, los puede
suprimir durante varios meses.

Durgnte muchos afles se ha buscado up madio completomente
sintdtico pora el mantenimiento celular, seo ha lograde ecierto
¢xita perc todos los medios deben ser reforzodes con la adicien
de suplementos bioldgicos, porticularmente el suero songulneo,
pora lograr el desarrolleo y la division celulor.

El medic 199 de Morgan, Morton y PorKer es el mds complejo,
contiene casl todos los aminoicidos, vitominos, vories constite-
yentes del Gcido nicleico y metopolitos intermediarios; el megio
minimo esencial de Ecgle (MEM) es otro de los medios mis usados.

Jodos los medios definidos son preporados en  una  solueidn
salina balancecda y paro 1o mayorlo se use lo bose salino de
Honk.

B.- TIPO DE CULTIVQ PARA TEJIDOS.

Son de sumo importancia porque dependiendo de 1os necesi-
dades de experimentacidn y de los medios requeridos sSe va o
obtener un buen cultive celular. Existen diferentes tipos de
cultivos que utilizan técnicas especianles, oalgunos de las cuoles
se mencionon g continugeidn,

CULTIVOS EN COAGULOS.- En la actuolidad se utilizan especicl-
mente para estudios citoldgicos, usando excrecencia de un pedazo
de tesjido y se presta pora lo observacidén contlnua de zonas
selectivas.

CULTIVOS MONOESTRATO.-S1 una suspensidn de cslulas tisulares,
incluido on un medic estimulante e desorrollo, se dejo sedi-
mentar sobrs-lo superficie tnterna de un recipiente adecuado,
por ejemplo una botello plana, 1los células se dplanerdn y se



dividirdn para formar uno capa de cdlulas gque cubrirén toda la
superficie.

Este tipo de cultivo se emplea cominmente parc estudios
viroldgicos, asl como poro propagocidn de virus.

CULTIVOS EN SUSPENSION.- Algunos tipos de célulcs pueden desarro-
llorse en suspensiun, permitiendo recoger muastras representati-
vas de la poblacisn celular durants un perlodc de tiempo. Se han
disenado wvorias técnicas, que van deede e) uso de tubos en rota-
cion hasta motrgces en @gitocidn y qun sistemas continuos en
los cuales el medio entra por un extremo del sistema y las
cdlulas son conti por el otro, (&) Los altas
densidades celulares qua s@ obtiensen por estos métodos presen-
taon problemas de regulccidn del pH, Las cvlulas que se producen
por estos sistemas pusden usarse para ciclos de desarrolle

© para prusbos bioqulmices y para preoducir suspeasiones con-
centradas de virus.

CULTIVQS DE .= Corr llamqdo cultivos de frog-
mentos de J&rgonos, tisnen el propisito de hacer cracer a las
células en una forma organizada vy diferenciada. Estas técnlcos
han sido usodas extensamente por 1los embridlogos, ¥y mis reclen-
tomente por los virvlogos, Qquienes detecteon a los virus por
sus efectos sobre los epitelios ciliodos. Se pueden usor medios
de cultivos normales para su desarrollo.{12)

C.- CARACTERISTICAS DE ALGUNOS CULTIVOS CELULARES

wI-38

Son fibroblostos con un coriotipo 2n«=46 iguol ol de edlulos
diploides normal . Se 0isld a portir de un tejido pulmonar
Aormal da un embridn de mujer, tiene una vido medic de 58 poses
seriodos como promedio y su poblocidn se duplica en un tiempo de
24 hrx., tiens una omplia suscoptidbilidod a4 virus humanos pero
as espocialmente dtil para oislomiento de ripovirus, no formo
tumores cuando 58 inoculo @ pacisntes con cancer terminal,
pressntoc un caoriotipo diploide excepto en pases muy altos, es
utilizoda pnru 1o preparaciin de difsrentes vocunas virales. Su
crec 1t ento se reoliza ewpleando medio bosol
Eug!o—Dsplcide al 9¥%, y suero fetal bovino no inoctivado ol 19K,
Sin ontibidticos,




MRC-5

Sen fibroplastos Con un cariotipo 2n«46 que corresponde al de
un teJjido humonc normol, se aisld a portir de un feto “umanoc de
* 14 semanas de edad, o partir del tejido pulmonar. - -

Estas c¥lulas son copaces de soportar de 42 a 46 pas-:2 seria-
dos ontes do gque disminuya su proliferncidn, astudios cumparcti-
vos muestran que las cdlulas MRC-5 se replicon mds ropidomente
Yy son menos sensibles a foctores adversos del madio
amiyiente. En comparacidn con las células WI-38, esta cepa es
suscaptible a un amplioc rango de virus humanos y es muy
utilizaoda en la preporecidn de vacunas viroles,

Para su produccidn se uso gsneralimente medic minimo basal de
Eogle en bose HonKe al 98%. suero de bovino fetal no inactiva-
do @l 18% y no se odicionon antibibticos.

Hep-2

Son células epitelicles con un coriotipo 2n=46 con poliploi-
dias ocasionales. Fud oislada o partir de un tumor de laringe. ha
sido usado pora estudios experimantoles en producciun de tu-
mores en rotos, homsters, ratdn, embriones de pollo y en pacien-
tes con cancer terminol. Se cultivan usande medic basal Eogle
con bose HonKs ol 85% , suero de ternera al 156 y  sin  anti-
bivticos., Es susceptible o poliovirus tipo I virulento ¥

avirulento, Adenovirus tipo III y virus de lo estomatitis vesicu-
lar,

Heta

Células de morfolegla epltelial con un caridtipo 2n=46 con un
pequefio cromosoma telocdntrico en ol 98¢ de las cdlulas y 168X de
oneuploidias., Fud aislada o portir de un carcinoma de cervix.

Pora el crecimiento <elular se emplec medic mlinime esen-—
cial Eogle con amindacidos no esencicles al 9§X, ' suerc humano
ol 18% y sin ontibivticos,

Es susceptible a poliovirus tipo I y odenovirus tipe I1II,

VERO B
Son fibroblastos cON un carictipo 2n=6f, fue inicicdlmente
dislado de tejido de rifion de mono verde ofricano, la linea
celulor a sido empleagda oxtensivamente en estudios <de replicacion
virol, osi como tombidn paro el estudio de 1os virus SVa#, SVS y
sarampion.

Paro su preporaciin se emplec medic 199 ol 95% y suerc fetol
de bovino al 5f sin antibidtico.

€s susceptible a poliovirus tipo IXI, Arbovirus, Para-

1¢



marito, KoKoberao , Morutucu

s, Guaroo , pero no os susceptible o
los Arbovirus, Apeu, Coroparu.

RD

Son cdlulas en formo de uso y células largas multinuclendas
<On un cariotipo de 2ne46. el cual es inestable con hiperdiploi-

dic bimodal, el nuimero de cromosomas puede voriar de 46 hasta
15.

Fud oislada o partir de un rabdomiosarcoma maligno embrional
de lo pelvis de ung mujer de 7 affos de edad de origen Coucusico.
El cultivo consiste de dos tipos citoldgicos que recuerdon a las
c¥lulas - lorgas multinucleados. No se observan miofibrilios

por microscopia de 1luz © electrinica, ni tompoce partlculas
virales.

Se cultiva en medio mlnimo esencicl con el doble de los
concentraciones normales de omincdcidos y vitominos de la base
HonXe ql 90%, suero bovino fetal no inactivado ol 18%, sin
antibidticos.

Es susceptible a poliovirus tipo I, virus de lo Estomatitis
vesicular, Herpes virus simple y virus de vacuna.

Algunos de los matodos emplendos para el cultivo de estas
células son: Mdtodo del copilar, método de la microgota, osi coma
el cultivo an tubo de ensoye, cultivo en cubreobjstos,
cultivo en cojo de petri y cultivo en botellas {&).

O.= CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS VIRUS.

Se concidera que una particula viral o viridn es un bloque
de moterial gendtico rodeado por una cubierta protdica que sirve
de vehiculo para su transmision de una célula a otra (18).

De acuerdec al tipo de c&lulas que infectan, los virus:  se
clasifican en general en tres clases: Virus animales, virus de
plontas y virus bacterianos o Bocteriufagos. Esto especialidod
de infecciiun se debe o 1o presencia de receptores especificos
que ge locolizan en el viriin y en la célulec hudsped (18).

En  los Dbacteridfogos los posos generales para  ufi  proceso
infeccioso son: Adsorcion, Penetracidn. Multiplicocidn y Lisis,

ADSORCION.- El primer paso consiste® on lg unidn del faogo o
raecaptorss especificos de la c&lula bocteriana. Este proce-
s0 lncluye la formacion de puentes idnicos entre cargos comple- *
mentarias en o1 punto de unidn del viridn, fibros coudo-
les o esplculos de la ploce basel y los receptores celulares. que
pueden astor locolizados en diferentes zonas de las envolturas

"



celulores y en Cuanto a su camposicidn pueden estar constituidos
por protelnas o lipopolisscdridos;  algunos fagos se adsorben a
los opéndices superficioles como el pili sexusl y los flogelos.
El fenimano d# adsorcidn pueds ser inhibido por combios en el
pH. 1lao concentraciun idnica o por lo falta de cofactores gue
ayudan a la ddsorcidn, como el triptofano.

PENETRACION.- Una vez que 5e ho odsorbido el fago, €1 Jdcido
nueléico que constituye su material gendtico penetra o lo cdlulo
boctericno, en la mayoria de 1los cosos por un fendmenc muy pore-
cido a wuna inyeccidn, hay una contraccidén de lo cubierta del
tollo, en los fagos que la poseen, gque permite lo penetracion o
traovdis de la pored celular para alcanzar 1la superficie de 1lo
membrano y puede estar expuesto @ la accivun de nucleasss asocia-
das a los membranas citoplasmicds.

MULTIPLICACION.- En muchas ocCoSionss una veZz que penetrag el
deido nucliico se detiene 1o slntesis macromolecular de lo edlu-
la hussped y comienza 1o sintesis de protelnas fugicas y 1o
replicacidn del 4Leido nucléico viral: una veZ que estdn todos los
componentes del virus se presento el fenumeno de ensomble © mor-
fogénesis del bocteridfago. que puede Ser mis & menos complicado
dependiendo del fago de que se trote.

LISIS.- La altima etapo del proceso de infecciun es la lisis do
la <&lulo hudsped. Este proceso no es del todo <onocido pero
parece que olgunas de los protelnas fdgicas causon en - primer
lugor uno olterocidn de la membrana plasmutica y on segundo
lugar, madionte lao accidn de enzimos que action Sobre la poced se
propicic lao desintegracidn de la célula,

No todos los fagos ocasionan la 11515 de 1@ c&lulo (1,18) hay
algunes fagos coms en los que sé presenta un fendmeno llamado
11s0genla donde el Gcido nucléico del fago persiste en la célula
hudsped duronte muchos generaciones celulares. e incluse en formo
indefinide yo sea porque se integra al cromosoma celular o porque
se circularize comportindose entonces como un pldsmido.

Los virus onimoles en olgunos cosos presentan el mismo meco-
nismo para entrar o las células y los efectos que se producen
sobre ellos debido o su multiplicacidn pueds oscilor desde uno
infecivn asintomatica hasto una enfermedad oaguda o 1o 1induccidn
de un cancer.

Para estudiar a nivel de loborotorio estos efectos se emplean
cultivos celulores que se mantienen sin variecion mediante 1la
adicidén  de medic de cultivo ain suero sangulneo con objeto de
mantener un ombiente relotivomente estable para el virus.

12



Se ho encontrodo que los diferentes virus producen difsrentes
efectos sobre las cédlulas (efecto citopitico)}, 1os cuoles permi-
ten identificar un virus dodo. Asl el virus de la poliomelitis
hoce que los células se redondesen, se encojan y se vuelvan pic-
néticos: los odenovirus producen efectos de “ENCAJE VIEJO"™ con
aglomeoraodos de cslulas unidas por hilos citoplusmicos, los virus
de -1lo parotiditis epidérmico provocan la unidn de las edlulas en
un sincisio multinucisar y los herpesvirus hinchan los células en
focos sobrs la copo celular (12).

Ademis del efecto citopatico se han disefiodo otros metodo
leglas para establecer ig existencia de una infeccidén viral como
la hemadsorcidn: parece ser que algunos virus hacen que las
superficies c¢elulares del hudsped, sSean capaces de adsorber o los
eritricitos de olgunas especies. Los virus de esta cotegorla no
son  liberados por la ruptura de la c¥lula, sino que se liberan
continuomente durante un perlodo de dlas. En reclided, los eri-
tricitos son adsorbidos por los virus de lao superficie celular.
El fend de la h idn puede ccurrir con o sin lao presen-
cic del efecto citopdtico.

Pare sober el gradc de infectividad se ho utilizado el método
de lo ploca, #1 cual ha sido fundomento?) en la virologlo besica y
tiene tombien gran importaoncia pora fines diegndsticos; se reali-
20 colocando una capa celular infectoda que se cubre con medio de
cultivo poara mantenimiento, los virus son libercdos por las
cdlulos infectadas y se diseminon a través del medio llquido paro
infactar otras c&lulas. Sin embargo, sSi el medio se solidifica
con agar, no puede ocurrir la diseminacidn de los wvirus y la
extencivn de 1o infeccidn se limita o aquellas células gue Se
fhaollan 1inmediotamente adyacentes o las cdlulas infectodas ini-
ciolmente. Empleando colorantes adecundos. los Greos de células
.muertos aporecen como zonas claros y so pueden contor para colcu-
lar el namero de unidodes formodoras de plocos (UFP) contenidas
en  la suspensidn virol. Los placas se desorrollan despuds de un
dio a tres semanas de fncubocidn, segadn el virus. Laos placas se
revelan de varias formas cdemds de la tincidn mencionada:

1.- Por hemodgsorcidn; con ciertos virus, los celulas en las
places no se destruyen, pero adquieren la propiedad de adsorber
hematles.

2.-Por detencidén microsedpica de policartocitos 1las células
infectadus pueden fundirse con las no infectadas vecinas, paroe
formar policariocitos {célulos multinucleodos), detectoblies mi-
croscopicomente.

3.-Por inmunofluorescencio; debido G que las célulos de  las
placas contiensn grondes contidades de cntlgenos que pueden de-
tectarse por pruebas inmunolegicas.



El tlitulc de la preporacidn virica se colcula directomente
por al nimero de placas y la dilucidn de lo muestrg, 10 exactitud
del estudic dapende del numero de placaos contadas.

Los efectos de los virus sa& pueden inhibir con antisueros
especificos si el virus entrg en contacto con anticuerpos homd-
logos.De &sto se deduce que los virus se pueden detsctar y Cugn-
tificar usando anticuerpos producidos a sy vez por virus conogi-
dos. Como 8sn todos los métodos cuontitativos, los cgentas reac-
cilonontes deben ser normalizados. Laos titulaciones de gnticuerpos
mediante los métodos de inhibicisn de 1o hemocodsorcidn no son de
uso general, <omo las pruebas de neutrolizaciin, lgs cuales se
reolizan poro comprobar los efactos citopdticos.

€n los cultivos celulores ol pH as muy importante yo gue los
c¢lulas al reglizor sus procesos metabélicos van a originor un
combic en ol medic, el cuol quedo demostrado por el indicador
rojo de fenol que se adiciong al medio y que va a viror de rojo o
amarilloe.

Las c&lulae infectodos, Sin embargo, mueren. Cesondo el moto-
beolilsmo y el pH del medio permanece inalterado. Usando los cam-
bios del pH como medio de determinacidn de la infeccidn celular,
se puede reolizor anbiilsis voluminosos con un grade razenable de
exoctitud, eliminindose lo necesidod del exomen microscipico para
<ada cultivo, Las pruebgs se podran realizagr en tubos de ensqyo o
en chorolos de plustico.



TI1.-FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA:

El organismo presento diferentes formas de defensa onte lo
presencia de porticulas extrasos, en el coso de 1infecciones
virgles produce una proteina llamada interfer&n, despuds de un
tiempo sa& producen anticuerpos especlficos contra el virus,
originando proteccidin o0l organismo. Este papel protectoer ho sido
confirmode por le accion profildctica del suero inmune (18).

Como Se menciocna anteriormente, 1 suero 6s un suplemento de
gran importancio ‘en la proliferacién de c&lulas sucoridticos, sin
embargo en muchas ocaclones estos se encuentron contaminados con
fagos.

Merril y Col. (19) reportaron que el suera fetol de ternera
utilizado paro enriquecer el medio nutritivo en la propagacién de
virus, s8® encontrabo contaminado con bacterivfagos; 68t fue
posteriormente confirmado por Chu en 1973 (7). Tomando en cuenta
estas observociones Petricciani {29) estudi® vecunas que estaban
ya oautorizados porc su aoplicacien, en relacién o su posible
contaminagcidn con fagos. encontronde que el 18% de ellas presen-
tabon fogos y sugirid que estos proveniin del suero fetal de
ternera empleado para la elaborociun del cultive celular en el
que se propagaba el virus.

Lo presencio de los fagos en las vacunos cousd preocupocidn
Yo que existen reportes como el de Merril (18) donde se informa
que los fagos tronsductores olteran el metabolismo de fibroblas-
tos de pacientes galactosdémicos; al transferirles los genes para
la wutilizocldén de lactoso se corregla el error congénito de los
cé¢lulos.

Doy (11) observé algo similar al emplear los fagos A v &
88 . paro transferir genes de E.coli @ lineas celulares de las
plantos lycopersicon esculotum y Arobidopsis theliana.

Wenger en 1978 (28) demostry que un fage aislada de  suero
bovinoc cousabo uno disminucidén en la sintesis do DNA en Linfoci-
tos humonos.

De ocuerdo @ la informaocidn existontc es posible citar tres
posible efectos producideos por fagos sobro células do mamlferos
(2)



1.=Tr 8.-E1 fend completo de tronsferencia, tron-
cipcien y funcidn de genes de bocterias en células eucaristicos.

2.-Conversidn lisogdnico.-Fendmens en el cuol medionte la
lisogenizacivn de bacteria se combian les caracterlstices feno-
tlpicos de la misma: como la observoda en Corinebacterium
diphtherioe, agente etioligico de la difteria que solo produce la
toxing si S8 encusntra lisogenizada por un fago (13).

3.-Replicacisn del fago en cdlulas eucaridvticas.-Este fend-
meno fue repoertado por Paul Ts'o ond John Leavitt de 1la univer-
sidad de Boltimore (28) quienes demostraron que ciertos fagos
pueden replicarse en ¢&lulos de Hamster.

Aunque las implicaciones do este descubrimiento son dJOscONO-
cidas, Merril pilensac que los fagos pueden rutinariomente infectar
célulos y causar enfer .

En ol loboratorio de Gendtica Microbiana de la Escuela Nocio-
nal de Cilencics B10ldgicas se realizd un trobajo de investiga-
cién, en el cual s& oisloron once bacterilfagos diferentes a
partir de sueros bovinos, estudios preliminores mostroron que
algunos causioban efectos citopatico sobre una linea celular (Hep-
2). (23). Posteriormente se traboj’ con tres tipos celulares
diferentes, dos lineos celulares {Hep-2 y Vero) y uno cepa celu-
lar (WI-38) ¥y con los bacteriufogos 2,9 y 11 aislados onterior-
mente en el laboratorio: observindose que las lineas celulares
Hep-2 y Vero son susceptibles ol ctaque de 1los bocteriafago
aunque en diferente grado, en tanto que WI-38 permonecid -sin
olteraciones durcnte todo el tiempo del experimento.



II1.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: |

Los datos obtenidos en un trabajo onterior, (17} indicon que
haoy cierta especificidad celular de 1los bacteriusfogos y tombién
se encontrd gue porece haber diferente susceptibilidad de laos cé-
lulos a lag accisn de los wvirus.

L4

De ocuerdo g estos dotos en el presente traboje se trota de
establecer si los fogos pressntan especificidad sobre los cdlulas

eucagridtices y &i reolmente las cdlulas presentan diferentes
susceptibilidodes.

IV.- OBJETIVOS:

1.- Dasterminar 1c sensibilidad de diferentes cultivos celu-
lares sucaricticos a los hacteridfagos.

2.- Daterminar 1o posible diferencia de susceptibilidad ol
aotoque de 105 virus entre cepus y lineos ¢elulores.

3.- Daterminar asi el efecto citopitico es producido por mul-
‘tiplicacion fagica.

V.~ WIPOTESIS:

Si la especificidad de otaogue por los bacteriufugos esta dado
por. la praséncioc de recaptores eéspecificos de unisn entre. los
pocterisfagos y su hudsped, serd posible que ostos virus otoquen
a ¢dlulas sucaridticas sl estos preseéntan dichos receptores en su
membrana, ’
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VI.- MATERIAL Y METODOS.
A~ Material Bloldgico

1.-Bacterias.

Escherichia coli W335@.-Esta cepa contiene 1as sigquien-
tes caracterlsticos fenotlpicas:

2.-células.

Llneas celulares Hep-2c.-Es una clono de 1o linea cé-
lular Hep-2 {obtenido en 1la universidad de Cincinatti),
aislado aportir de un tumor de laringo. Fue donada por
el departomento de Virologla del Institutc de Enfermedades Tropi-
coles.

Vero.-Alslada de tejidos de rifitn de mono verde, fue
donada por el departomento de Virologla del Instituto de Enferme-
dades Tropicales.

Hela.-Aislada de un carcinomo de cervix, donado por el
loboratorio de Diagnistico vy Referencia de lo Escusla Nacionol
de Ciencias Bioliglcas,

RD.- Aislada & partir de un robdomiosarcoma moligno
embrional de la pelvis de una mujer, dopada por el laboratorio de
Virsologla del Instituto de Enfarmedodes Tropicaoles.

MRC-5.-Es una cepa cdlular, aislada a portir del tejido
pulmonor de un feto humono; donoda por el Instituto de Enferme-—
dades Tropicales.



3.-Bacteridfogos.

Fagos 2 , 9 y 11

Estos fogos fueron aislados en el laborotoris de
Gendtico Microbiano de la ENCS apoartir de suerc bovino comercial.

B.- Medios de Cultivo

1.- Medio Sélido Luria {L).

Se emples para el crecimiento de la cepa indicadora (E.
coll W3358).en la titulacién de los bacteriufagos.

Peptono de caseina purificoda 12.dg

Extracto de levadura 5.08g
Cloruro de sodia 16.0g
Aguo destilada 1628 mi
Agar bacterioligice 15.9g9

Se mezcloron todos los componentes., se ajusty el pH o
7.8 con una solucidn sqturada de NadH y posteriormente se
agregdron 159 de agar bacterialdgice, se asterilizd en gutoclave
a 15 Ib durante 1Smin. E1 medio estéril se vacid en cajos de
Petri est¢riles, en condiciones deo estaerilidad,

2.~ Modio liquido Luria.

Tiens la misma composicidn y se preparc de la mismo
monerd que el medio s411do excepto qua no contiene agar.



3.- Agor blando.

Se empled poro homogenizor le mezt-:lu del fago y la bacteric
durante lo titulacion .

Agar bactericligico #.79
Aguc destilado 198 ml
Se mezcld con el agua, se calentd a ebullicidn, se

envasaron volimenos de 3ml en tubos de 13 X 19Pmm y se esterilizd
o 15 lb por 15 min.

4.- Medio 189 de crecimiemto con 1% de sueroc de ternera (ST).

Este medio se utilizd parc el crecimiento y congelaomien-
to de los 1llness celulares.

M-199 18 X (*In.vitro") 58.9ml

Aguo bidestilodo esteril 411.5mli

NaHCOy estéril 12.5ml
PES estéril 1.8ml .
Suero de ternera (ST) SB.¢ml

Cada uno deo los componentes 8O- agregd cujidadosomente en
el orden anterior y an condiciones de esterilidad, se agitd hoste
que todos los componentes se mezclaron perfectamente.
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Medio 199 (composicisn)

Comporentes Hose EARLE
mg/L

NaCl cess. ¢
KoL 4Pg. &
MQ50y . 7TH 8 208.0
NaHz POy .HaO 149.8
Glucosa 1802, 0
Rojo de fenol 298. ¢
CaCl (anhidro) 288.9
NaHCOy 2200.0
Tween 8¢ 28.98
Piridoxal HCL a.p25
Niacing @.925
Niseinomido #.825
Pantotenato de Co a.818
1i-Inositol @.850
Ac. ascurbico §.058
Ac. fulico 8.018
Ac. p-Aminobenzoico @.BS8
Nitrato firrico 8.108
d- Bioting B5.018
Menodiona 8.810
élututian #.958
Vitomina A 6.1680
Calciferol é.1é8
Colesterol 4.2p8

Tomponentes

Boss EARLE
ma/L

DL~Fanilgolaning
OL-Metioning
DL-Sering
PL-Treonina
DL-Leucina
DL-Isocleucina
DL-Volina
Ac,.DL-Glutémico
Ac.DL-Aspartico
DL-Alanina

L-Proling

L~Hidroxiprolina

Glictina 50.080
L-Glutamina 100.900
Acetato de Na 58.988
L-Cistina 2@ . 908
L-Tirosino 48. 998
L-Cisteina HCI a.190
Sulfatc de adenina 18.988
Guonino HCL 8.3908
Xanting f.39d
Hipoxanting §.3p8
Timino #.308
Tioming HCL #.018

Fal



Componentes

Ac. Adenllico
Desoxirribosa
Riboea

Colina Ct
Uraeilo

Trifosfatoc de
adenocsina

Buse EARLE
L

mg/
9.200
B.580

8.508
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Companentes Base EARLE
mg/L
Piridoxino HCL @.926
Riboflavina #.810
Fosfato de alfo
Tocoferol disd-
dico @.810



5.~ Medto 199 de crecimiento con 5% de ST.

3e empled poro el crecimiento de las linsos celulares.

M-199 19 X (*In vitro") 5@. fml
Agua bidestiloda estéril 411.5ml
NQHCO; estdril 12.5ml
PES estdril 1.8ml
Suero ds ternera (ST) 25. pml

Se prepord de la misma forma que el anterior,

6.- Medio 199 de montenimiento.

S8 utilizd para viva la
ro divisidén celular,

po 8in gue hubie-

M-189 18 X ("In vitro®) 58.9mL

_Agua bidestilada estéril 436.5m1
£ NaHCOy estiril 12.5m1
7 PES estiril ) 1.8ml

Se prepord de la mismo manera que el anterior,

7.-Medio Leiboviz con 3#% de suero de ternera (ST).

Se empled para el crecimiento de la linea RD.

Leiboviz (*Microlab®)} 349.0m)

PES estdril o 1.8m1
Suerc de ternera (ST) T 158 . $mi

Se praparo igual que los anteriores.
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8.- Medio de montenimiemto leiboviz.

Se wutillzé pora montener viva la monocapa sin  que
hubiera divisiun celular.

Lelboviz {"Microlab"} 499.8m1
PES estéril 1.9m1

Se prepary de la misma manera que el anterior.

9.- Medio mlnimo esencial (MEM) al 18% de S.T.

Se empled& para el crecimiento de lao cepa celular MRC-5

MEM 18 X ("In vito") 58.9ml1
Agua bidestilado estdril 386.5ml
NaHCO3 estéril 12.5m1
7 pEs esteril 1. 9ml
Suero de ternera (ST) 58. gml

Cada unoc de los componentes se agregd cuidodosamente en
el orden anterior y en condiciones de esterilidad, se agitd hasta
que todo los componentes se mezclardn perfectomente.

1#.-Modio minimo esencial (MEM) ol 15% de S5.7T.

Se empled para el congelamiento de la cepa celular MRC-S

MEM 1# X ("In vitro®) 58.#ml
Agua bidestiladoc estéril 361.5ml
_ NoHCOy estéril 12.5ml
PES estéril 1.68m1
Suero de ternera (ST) 75.8m1

Se ﬁrapclrb de 1o misma manera que sl onterior.

11.- Medio Lelboviz

La composicidn quimico no se encontro en lgo literoturo,
. 8010 se tiene informocidn que contiene el doble de la concentra-
cien del medio 199,
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Medio Minimo Esenciol (MEM)
Composiciun

Componentes
Clorhidrato de
L-orginina
L-Cistino
L-Glutamina

Clorhidrato de
L-Histidina

L-Isoleucina
t-Leucina

Clorhidrato de
D~Lisina

L-Metionina
L-Faenilolanino
L-Treoaina
L~Triptéfano
L~Tirosina
L~Valino

81otina
Pantotenata de calcio
Cloruro de coling
Actdo f-‘dico‘
Inositol

Acido ntcotlnico

Clorhidrato de piridoxal

Riboflavina

Clorhidrato de tiaomina

Boge Earle
mg/L

17.4

18.2
7.5

8.3



c.- . Solucicnes
1).-Soluctien de S6/2

Se empled como diluyente de los bocteridfagos duronte la
tituloeidn,

KHyPOy 1.39
Sol. da MgS0y.7H,0 ol 2083 1.8mL
(NHy )y SOy 2.2g

Sol. de CaClzol 1% 1.9ml
S50l. de FeSOy.7Hz0 cl #.1% @.5mL

Se ogregoron todos los componentes en S@#Pml de aguo, se
ajustd el-pH a 7.2 con KOH, se complets el volimen a 1888ml y se
esterilizdé en autoclave 151b por 15min.

2).-Soluciun A de PBS {solucidn reguladora de fosfatos) 29 X.

Se utilizd parc preporar el verseno y lo tripsino.

NaCl 169.8g
KC1 4.8g
Nop HPOy . 2H O 28.89
KHa POy 4.0g

Agua destilada pora aforar o 18#8#ml.

Las saoles se disclvieron en el orden sefiolado y se
aforaron o 1#8#ml con ogua destiloda, se esterilizd a 151b  por
15min. :
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3).-Solucidén 8 de PBS.

Se utilizd paro hervir el material de vidric y paro
diolizar lo suspensiin de los bocteridfogos despuds de su  puri-
ficacidn en gradientes de CsCl.

NacL ’ 8.8g
Kc1 .29
Na HPoy, . 1.1g
KH POy 8.29

Se disolvieron todos los componentes en 5@@ml de agua
destilado, se ajustd 8l pH a 7.4 con NaOH y se aford a 1688ml con
agun destilada.

4).-Solucidn de tripsino al 5%,

$e utilizd paroc tripsirnizar las células.

Sol. A de PBS (28 X} 59.6m1
Agua desttlada 956, fml
Tripsina 1:258 s@.dg
Rojo de fenol cl 1% #.5m1

NaOH 1N paro ajustar el pH o 7.8

. En un frasco 1impio y seco se mezcld el PES y el ogua.
destilado, se agregd lo tripsina y se ogitd hasta que se disolvid
totolmente. S& ogregd rojo de fenol y se ajusté a un pH de 7.8
con NaOH IN. Se ogitdé a temperaturu aombiente durante unao hora y
‘se filtrd a travis de uno membronoe millipore de §.4..¢ de diame-
tro; distribuydndose posteriormante en fraoscos limp10s vy e&té-—
riles, en volidmenes de 2.fmwl. Cadc frosco se topd y se sell’s con
cinto adhesiva, asté se reclizd en condiciones de esterilidad.
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5).-S0lucisén de verseno ol §. 958,

Se empled para diluir la tripsino.

Sol. A de PRS (28 X) ) 58.8ml
EDTA @.59
Agua destilada 5. #ml
NaOH 1IN para cjustar el pH o 7.5

En un frosco 1limpid, sé mezcld el PBS con el oguo desti-
lada. Se agregy el EDTA, se ogity hasta que se disolvid por
.completo, se ajustd el pH a 7.5 con NaDH IN. Se esterilizd a 15Lb
per 15min

6).-50lucidn de penicilina- Estreptomicina {PES).

Se empled para conservar los medios d8 cultivo.

---Sulfoto de estrsptomicina (dinidrotada)  1.0g
Penicilina G(sal sédica) 1,600,888 UI
Aguc destiloda 18.8ml

Se disolvieron los antibidticos por separado en Sml  de
aguo destilada c¢ada uno. Se ogitd hosta qQue los componentes se
disolvieron completaments: se mszcloron las dos soluciones en un
frasco estéril. Se esterilizd por filtrucidén o traves de una
membrano de §.45%u de didmetro del poro. 56 envasd en volamenes de
2mk en vicles eatdriles que se sellordn con tela adhesiva., Lo
concentracidn finol de penicilina es de 198,608 UI/ml v de es-—
treptomicinag 158, 8¥fug/ml.

7).-Solucién de bicarbonoto de sodio al 4.4%.

Se smplel’ como tampon de COp

NaHCO, . ) 44.8g
Rojo de fenol al 1% #.5m}
Aguo quleiludu - 1088 m1
» Bid¢xido de carbono s&lido 14.6g

(Hielo seco)

28



En un frasco limplo se colocaron 558wl de oguad destilada, se
-le agregd lentoments &l NGHCOy ¥ & agits hosta que &8 disolvid
por completo. Se ggregs el rojo de fenol y se aford o 18wl con
ogua destilada. Se afadib el hielo-seco sn 2 cubos de 2cm oproxi-
madomente y Se agultd constantemente hasta que el indicodor vird
o coler canelo pilide (pH 7.1-7.3). Se esterilizd en outoclave o
11Lb par 28min.

8).-Solucivn TRIS-EDTA (TE).

Se empled paro resuspendar lo pns’tilln de los bacterid-
fogos precipitados con polietilenglicol, asl como poro disolver
el CsCl.

TRIS o.5m

EDTA 8.9

Lo solucidén se esterilizd a 15tb por 15min.

9).-Dimetil Sulfoxido (PMSO)

se empledy pora proteger los células en la cogelaclun se
tomoron directomente #.2ml del reactivo y se agregaren a cada
criotubo que contenia las célulos.

19).-Solucidn do Fenol ol 188,

Se empled para desinfectar el area de trabajo.
Fenol 189
Aguo destilada 1d9$ml

Se disolvid el fenol en el agua destilada.



11).-Soluciin rojo de fenol al I%.

Se empley como indicador del pH en las soluciones de
Bicarbonato y Tripeina.

Rojo de fenol 1@.9g
NaOH 1N 3¢, fml
Agua destilada 1888, #ml

Depotitor el rojo de fenol en un matraz aforado de 1884.0m},
agregar aguo destilada y NaCH. Agitar duronte 1 hrs. y aforar, se
filtro ¥ 53¢ osterilizo o 1109 por 18min.

0.- Mutodos

1.~ Conservacidn de la cepa indicadora.

La cepa E.coli W335 ’fun empleada como indicadora, vy la cuol
86 montuvd en tubos de topdn de rosca que contenian medio Lurio
sblido inclinodo, 1loe cuoles eran sembraodos por estrla e incubo-
dos g 37" por 24 horas y mantenicos posteriormente en refrigera-
cidn. Se hicieron restembros de la cepuo cada 3 meses.

2.~ Titulocidén de Bacteridfagos

Se hicleron cultivos de toda la noche con lo cepa indicaodorao
(E.col1 ¥ 3 3 5 #), colocando 8ml de medio L liquido y uno azada
de la cepa bacteriano en un tubo de ensayc de 16X15F mm estéd-
ril, e incubondo a 37% duraonte 18 horas oproximadomente. Se
adicionaron . en una motroz nefelométrico astédril 18ml de medio L
llquido y #.2 ml del cultivo anterior. Se incubd con agitocidn y
o 37% hosta odbtener una locturc do 78UK en el fotocolorimetro
Klett Summerscn con filtro rojo. Se hicierin diluciones decimales
de los bocteridfaogos hasta 19°* en medio minimo 56/2. A un tubo
con agar blando fundido y montenido c 45 ®C ~ se le adicionaron
#.2m1 de lo cepa indicodora crecida como se indicd en el parrafo
anterior y #.1m1 de una de los diluciones del bacteridfago. se
agitd hasto homogenizar y luego se sembrd por vaciado en uno caja
de petri con medio L sdlido. Cado una de las diluciones se sembrd
por duplicado. Laos cojos una ver solidificodos se incubardn a 37
%t curante 24 horas aproximadomenta. E1l titulc se colculd con-—
tando el nimero de placas liticos y relacionondolos con la dilu-
cidn que se sembrd.
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3.- Propogocion del Bocteridfogo o partir
de un placa lltica.

Se bhizo un cultivo de tods la noche de la cepo 1indicadora
(descrito anteriormente). Se colocaron #.2ml del cultivo y 1@ml
de medio L liquido en un motroz nefelomitrico estéril, se incuby
a 37 en un boflo con ogitacién hasta obtener uno lectura de 76
UK. Se tomd una placa lltica de una caja de medio L s&lido en
donde hablo una gron seporaciun de plocos y se colocd en un tubo
estéril con #.1ml de medio | liquido. Se g z¢ cuid
te y se posd al motraz nefelomitrico con @l cultive ya crscido.
La mezcla se incubd g 37°C en ogitacidn durante 4 horas y al
cabo de este tiempo se centrifugl el cultivo a 5888 rpm durante
15 minutos Q@ 4°C y so colectd el sobrencdante ol que se le ofia-
dieron unas gotos ds cloroformoc. 5Se reolizd lo tituloeidn del
lisgdo anterior verificondo previamente la gusencig de bacterlos,

&.~ Propagocidn de los Bacteridfogos
en medio L llquido.

Se hizo un cultivo de todo lo noche de la cepo indicadora,
Se colocaron #.2ml del cultivo y 19ml de medioc L llgquido en un
matroz nefelombtrico estéril, se incubd @ 379C en un baho <con
agitocién hasto obtener uno lectura ds 78 UK. Se inoculd este
cultivo con una MULTIPLICIDAD DE INFECCION (moi) adecuada vy
nuevaments s& incubd a 379C con ogitacidn duronte 4 horag. Se
agregaron §.7ml de clorcformo y $@ agitd vigorosomente, se vacid
on un tudbo de centrlfugo estéril y se centrifugd 15 minutos a
566§ rpm. El1 sobrenadante se pas® a un tubo de topin de rosco
estiril, ss ogregd un poco de cloroformo y posteriormente se
tituld el lisado cobtenido,

S.- Propagociin de los Bacterifogos
on medio L liquido para obtener
mayoras volamsnes de lisocdo.

Se hizo un cultivo de toda 'la noche de la cepa indicadoro. Se
suspendierdn #.2ml del cultivo y 1gml de medio L en un matraz
nefelomdtrico eatiril, &eé incubd o 37¢C e&n un boflo con agitacian
hasta cbtener uno lecturo.de 18 UK. El cultivo se diluyd 18
véces con medlo L liquide. Se inoculd con el fago o una (moi)
adecuada y se incubd a 37 ®C con agitocivn durante 3 o 4 horas.
Se ogreégaron §.1 ml de cloroformo por cada 18ml de golucidn,
ogitando vigorosomente, se vacid G.un tubo de centrifugo estdril
v se centrifugd 15 minutos a 588F rpm. E1 sobrenadante s£e posd
a un tubo de taopdn de rosca ostéril y se agreglt cloroformo,
posteriorments se tituld el lisodo obtenido.
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6.- Concentracivn de Bocteriofagos
utilizando polietilenglicol
[-1] (PEG).

Al lisade fagico se le afladiaron DMABsa y "RNAsa pancredticos o
una concentracidn de ug/ml y se dejd incubar por.una hora o 4°C.
la suspesion obtenida se centrifugd a SPP@ rpm durante 15 minutos
a 44C. Se agregd al l1isade fugico la cantidad adecucda de PEG
{W/¥) se agitd vigorozomente hosta disolver el PEG totalmente,
dejbindose reposar uno hora 0 4°C y posteriormente se pass G un
tubo de centrlfugo estéril, centrifugado a 9002 rpm por 28min. o
4eC, se colectd el sobrenadante y el sedimiemto se resuspendid en
medio TE. Cuondo lo suspensién de fogos estoba muy turbic se le
agregaobo un volumen iguol de cloroformo, sSe mezclabo perfecta-
mente, se centrifugcba o 19¢P rpm duronte 15 min., con lo cual
se formabo un precipitodo blaonco en la interfase, finalmente se
separaba cuidadosocmente la fase acuosc donde se localizaban los
bacteritfagos (29).

T.- Purificocion de los Bocteridfagos
en gradientes de CsCl,

Los baocteridfogos concentrodos se mezclaron con CsCl en  una
concentracidn oadeguada poro cada bocteribfggo, se colocaron en
tubos de acetato de celulosa con uno copacidad de 15.5ml, que e
tararon perfectomente, se centrifugaron a 68,P8¢ rpm 14hrs, a uno
temperatura de 17°C en una centrlfuga BecKman equipadoc con el
rotor 8¢-Ti. Uno vez terminado el tiempo de centrifugacidn la
banda en 1la que se localizaben los fagos se colectd con  una
Jeringa.

8.~ Eliminacidn dol CsCl de los Bocteridfogos
con PBS tipo 8

Las froccicnes con los fagos purificados, se diolizaron con-
trg una solucidun de FBS pora eliminor todo el CsCl, se hiciercon 4
combios de PBS cada 4 horas, ocupando un volumen de 758 ml  en
cado ocasion.
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£.- Cultivos celulares
t.- Descongelaciun de Células.

Fue necesario an primer lugar descongslar 108 cdlulos
Yo Que ustas se mantenicn en un tanque de nitrigenc a -196 °C,
En un vagso de precipitados que contenlo ogua a 37 9C, -se
ceolocoron las ampolleotas extroldos del tonque de nitrigenc, mon—
tenidndose ohl por algunos minutos hasta que se observd gque la
suspension celulor congeloda se habla despegunde de las poredes de
la ampolleta, posteriormente &stos 8 desinfectaron perfectamon—
te empleando olcohol al 7#%, uno vez que €l alcohol se evaporsy,
sSe vacid el contenido de coda ampolleta en botellas de 25cnf. qusa
contenian 2¢cnd de medio 199 de crecimiento con 19% de ST, se
incubarsin  por 1fain. y despuds se agregardn 2ml del mismo medio,
pasados 1fmin. se agregaoreon 1§ml mus doe medio y 86 incubd 24hrs
a 37*C en unc atmisfera de CO; al 5%.

Pasgdas las 24 hrs se cambiy ol medic, retirdndoleo por 1la
parts P a 1la y so agrsgaron 1fml de medic de
crecimientoe al 10% de ST fresco y se incubé @ 37% hasta gue Se
obtuve una moenocapo confluente.

2.- Subcultivo de Célulcs.

Cuando una botella presentaba 198% de confluencio era necesc-
rio que se realizorao un pase parg evitar que los cdlulas degene-
roran, para esto £& realizd el siguiente procedimiento:

Se elimind el medic de crecimiento por el lado opuesto a¢ lo
monocapa, Sé dejd actuor la solucidn de tripsina-verseono qus. Se
odicions (#.2ml) hasta Que se comenzd o disgregar 1o monocapa. en
este momento se le dieron unos ligeros golpes con las palmas de
las maonos tomando la botella en posiciitn horizontol, permitiendo
el desprendimiento de todas las cdlulas., #e adiclonordn 6ml de
Medic 199 de crecimiento al 15%, ando la ion
‘perfectaments por pipetec.

Dapendiendo del numero de botellas que se 1bon o utilizar era
la relaciin de pase empleada. La suspenciin celular se distribuyd
en todos las botellas en volamenes iguales que s acompletohan a
8.%m1 con Medio 199 de crecimiento ol 5% y posteriormente %e
incubd a 379C en atmusferu de COp al 5%.
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3.~ Preporacidn de Microplacas.

Las  células tripsinisadas de 1la manerc yao descrito ce resus-—
pendisron en 5ml de medio 1989 crecimiento al 5% y se homogeni-.
zaron perfectaomente (olrededor de 3§ pipeteados). Se determind el
nimero de c&lulos por mililitro colocondo una muestra de 1o
suspensibn en una chbmora de Neubawer, usando el cuadriculado de
los leucocitos paro €l conted de las células.

iLa suspensidn se ojustd o 58,888 cklulas por mililitro vy
agregaron a cada pozo de 1o microplaco #.#5ml de esta suspension
y $.Iml de Medic 199 de crecimiento al 5%. Estos Ccultivos se
empleoron pora determinar el efecto de los fogos; las microplacas
se incubaron a 37°C en uno atmésfera de COgol S5%.

Los posos anteriores se realizaron parc el cultivoc de 1las
lineas celulares, en el caso de la cepa celular se empled el
medio M™EM ol 19% de ST y parc la lineo RD o1l medio Leiboviz al
348 de ST,

4.~ Infeccidn de los microplacas con los Bacteridfogos.
’

Se preporaren las microplacos de lo manerao ya descritc y se
incubaron 48hrs, tronscurrido este tiempo se elimind @l medio vy
se agregaron B.85m1 de una suspension fagica o una concentrocidn
conocidg (1o dilucidn se prepory utilizondo medio de mantenimien-
to), después se agregoron #.1iml de medio de mantenimiento o codo
pozo y se incubd por 12 dlas paro ver el efecty.

5.- Congelocidn de Cé&lulas.

A los botellas con crecimiente celular confluente se 1les
eliming el medio de crecimiento por el lado opuesto o 1la monoca-.
pa celular, ss disgregan los células del cultivoe adicionando 3ml
de una mezclo de tripsino-verseno que se dejd octuo de 5 a 19
ssgundos., en seguida ge elimind lo tripsina por el lado opuesto
a la capo c¢elulaor y se golpeo 1g botella pora que se desprendie-
ran las célulcs de la superficie, se adicionaron 2ml de M-199 al
18£ de ST,

Lo suspencisn celulor se centrifugd o 1#8F rpm durante
1#min., 1luego se resuspendid el poquets celulor en 1.8m1 del
medio emglendo en el crecimiento celular, so enfrid a 4*C duran-
te 18min., se agregoron B.2ml DMS0, se mezeld'y log tubos  se
taparen rapidamente. Los tubos se rotulaoron, se congelaron o-7#%C
en congelador REVCO y postericrments (4-5 -dlos despuss) =me
posGron g un congelador de nitr4geno liquido o —196%C.
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VII.- RESULTADOS

A.- CARACTERIZACION DE LOS BACTERIOFAGOS.
1.~ Titulacidtn de los fogos en estudio,

Los bacteridfagos empleuados en este trabajo, los cuales ha-
bian side gislados de sueros bovinoes en un trabajd  onterior
realizado por Romo, fusron proporcioncdos por el laborotorio de
?enécxcq Microbiana deol Departemento de Microbiclogla de la ENCB.
8).

En primer lugar se realizé lo tituloccitn de los lisados
fiagicos por la técnica yo descrita y se observd la morfologlo de
los plocas liticas. tLos resultados obtenidos se presentan en 1o
tablo No.1

Como puede observarse los fogos son bastante estables en 1la
8olucidn que se encontraobon {Regulador de fosfatoe ), vya que ol
titularlos se observy qQue sus concentracionas eran lo suficien-—
tementes oltos pora realizar su pr isn an vold ™ayores,
Cabe sefialar que la morfologlc de placa de cado uno de los fogos
es igual a la informada onteriormente por Romo (23) y Martinez
(17).

2.- Propagacidn de Bacterisfagos.

Dodo que en trabajos onteriores se establecid gque la multi-
plicidod de infecciitn (moi) de los fagos para lo infeccien de las
cdlulas eucaridticos o8 alta, se procedid o propagor cada uho de
los fagos para obtener lisados con concentraciones mas altas.
Durante la prop &n os 1o agregar una cantidad adecuada
de faogos por células (mol), como esto concentracidn estoba esto-
blecida (17) se tomaron esos dates y se procedid ha hacer 1la
propagacidn de acuerdo o la metodologlo que 8o deacribid en
Material y  Mbtodos. Uno vez obtenidos volidmenes de S@SMl  con
titulos de 8.9%18™ poro el fogo 2, 2.5%18% para el fogo 9 vy
1.4X1870 pare el fago 11 se procedid a concentrar, purificar vy
titulaor los lisados.

3.- Purificacién de los lisados figices.
a.~Concentracién de Bacteriifagos por Técnica de PEG.

Con objeto de tener los bacteridfagos en volimenes pequefios
para su posterior purificacidn se procedid o concentrarlos em-

pleando poltetilenglicol. La concentracién de PEC 6888 utilizado
pora la recuperacion de los fagos fue de 12% para el bacte
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TABLA No.1

Titulos y morfologio de la placa de los lisados figicos
originales.

BACTERIOFAGO TITULO UFP/ml MORFOLOGIA DE PLACA
9 Turbio de borde continuo
2 . 4.3x18 y un diimetro de 4mm.

9 Clora, cen un halo de hi-
9 3,.89X18 drelisis de 2-3mm y un
didmetro totol de 4-7mm.

9 Transporentes de bordes con-
1 9.1x19 tinuos con un diumetro
ce i-2mm.

UFP.~ unidad formodora de placas.
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ri4fago 2 y de 14% porg los fagos 9 y 11, eostos datos fueron
tomodos del trabojo de Martinez (17).

b.- Ultrocentrifugacidn en gradientes de CsCl,

Para reclizor lo purificocidn de los liscdos se empled 1lag
técnico de centrifugocidn en gradientes de CsCl. Lo densided y
molaridad de lgs soluciones de CsCl utllizandas se muestran en la
tabla NO0.2 . Una vez preparadas las soluciones se agregd sl fago
Yy S5e procedic a centrifugar empleondo las condiciones descritos
en mataricl y métodos. Despuds de la centrifugacidn fo fue nece-—
saric reaolizor un froccicnamiento del gradiente porgue se obser—
vaba psrfectomsnte un pequefic halo blanco formando por 1ot bacte-—
rivfages en una determinada regiun del gradiente; estd fraccion
se extrojo con una jeringa y se determind posteriormente el
lndice de refraccivn y la densidod equivalente utilizondo 1las
toblas de Sober {26). De esta manerso Sa determind lo densidod de
flotacidén de cada fogo. Los datos obtenidos se muestran en la
tabla No.3.

Las fraocciones con los fagos purificados se diglizaron en una
solueidn de PBS para eliminar el CsCl: para ello fus necesario
hacer 4 combios de P8BS coda 4hrs. con un volumon de 75fml coda
uno.

Después de diclizar, 1los lisados se colectaron con sumo
cuidodo y se filtraron con objeto de eliminar cualquier contami-
nante, empleandc membronos millipore con poro de $.45 u. Poste-
riormente se comprobd la esterilidod de cada 1liscdo medionte
siembra en medio rico y se determind el titulo de cada uno de
ellos, Los dotes obtenidos se muestran en 16  tablo No.4.

8.-EFECTO BIOLOGICO PRODUCIDO POR HBACTERIOFAGOS

Estudios realizados cnteriormente por Romo (23) y posterior-
mente comprobados por Martlnez (17) demostraordn que 1los - bocte—
ridfogos aislados a partir de sueros bovinos, tienen la copacidad
de producir efecto citopitico en cilulas eucaridticas, En estos
trabojos se utilizordn dos lineas celulares (Hep-2 y Yero) y wuna
cepn celular (WI-38), en el presente trabajo se aumentd en 3 al
ndmero de lineas celulares y en uno el de cepas celulares., porag
observaor el. efecto citopitico en un maycr némero de chlulas
sucaridticas de diferente origen y trator de determincr si hay
alguna especificidod de 1los bocteri&fagos

37



TABLA No. 2

Caractoristicos de 1las soluciones de CsCil
purificacidn de cada bacteridfago.

BACTERIOFAGO MOLARIDAD
2 ) 3.92
] 4.ud
11 K 4 .96

38
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DENSIDAD (g/ml)

1.4998

1.558
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TABLA N6.3

Caracteristicos fisisoquimicos d® los fagos &n estudio.

BACTERIOFAGO IMDICE DE REFRACCION * DENSIDAD DE FLOTACION
2 1.3838 1.5588
° 1.3835 1.52756
11 1.3865 1.56013

* Solucidn fagica purificada.
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TABLA No. &

Concentracidén de las suspensiones fugicos. purificadas.

BACTERIOFAGO TITULO (UFP/m1)*
11
2 1.%18
. 1
] . : 1.3%18
1

L 3.3X18

# UFP unidod formodoros de placos.
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- 1.—- Efecto de los fagos en estudic sobre la linea celular Vero.

En primer lugar &8 verificd 1a susceptibilidad de la 1linea
celular (Vero) al otaque de 1os fagos,la inaculacien de 1l  linea
cslular se realizd con 1o (moi) minima necescrio paro producir el
efecto, que es de 12.4 para el fago 2, 62 para el fago 9 y 248
para el fago 11, (17).

Los microplacas se prespararon como se indico en lo seccidn de
Material y Métodos, se dejaron crecer las cdlulas hasta obtener
un 37% de confluencia, se elimind el medio de crecimiento y
posteriormente se inocularon 12 pozos por fago:; despuds de 1la
infeccidn se agregd medio de mantenimiento, el testigo negotivo
empleado fueron c&lulos sin infectar o les cucles se les agregd
tambisn medio de mantenimiento, se utilizaron 36 pozo como testi-
gos negativos. El testigo positivo empleado fue el virus de 1la
poliomelitis tipo I,que se empled a una {(moi) adecuada, en este
coso se utilizoron 24 pozos. Los resultados obtenidos,K se muestran
en 1la tabla No. S

Como puede observarse los bacteriufagos producen efecto cito-
pitico sobres las células Vero o la {moi) anteriormente informada.
Los combios observados en las célulos fusron la condenzacidn  del
nidcleoc hasta observarse negro (picnosis), la lisis celular que se
presaentaba 0l quinto dlag y que no ss confundi¢ con la deganero-
cion  natural que se presentoba ql octavo dia, Los observaciones
8@ realizaban por doce dios porgue an este tiempo se degeneran
las células no infectadas en medic de mantenimiento.

Este resultado nos permitid proceder o probar si el afecto
citopdtico tombién se obtenla en otras lineas y cepos colulares.

Las 1inesas celulares empleadas fuaron Hep-2¢, Hela, RD y una
cepa celular MRC-5, el origen y coracteristicas de caoda tipo
celular fusron mesncionadas con anterjoridad.

2.- Estudio del efscto de los fagos sobre lo linsa Hep-2¢

S0 conece que Hep-2c os una clona de 1o lineo celulor Hep-2
(et.ludalnn la universidad de Cincinatti); con dotos informados
por Martinez (17) y suponiendo que la susceptibilidad de Hep-2c
era similar o lo d8 la lined que le did origen. se infectorin los
cultivos de Hep-2¢ con moi ligeramente mayores y menores a las
réportadas para Hep-2 . Loa résutados abtonidos se Mmuestran ea la
tabla No. 6, El namero de pozos empleqgdos para cqda determina-—
cidn fue de 12,



TABLA No. 5 -
Efectos de los bacteridfagos en estudio scbre cdlulas Vero.

BACTERIOFAGD moi EFECTOS CITOPATICOS
. ({DIAS DESPUES DE LA INFECCION)

2 12.4 - = = = a4+ o+ 4+ o+ +-
-] 62.8 - = = - 4+ 4+ o+ 4+ o+ o+ -
11 249 - = = = 4+ + + + + o+ +
Virus de poliomielitis & -+ + 4+ o+ o+ 4+ o+ o+ +

Testigo de cslulas == R L S 10 I 3

. T‘el‘tigf; positivo
#e Testigo negativo

{+) Degensracién natural de las cdlulas.
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TABLA No.6

Efectc de los bacteridfagos
Hep-2c

BACTERIOFAGO mol

-
~N

o
o
L]
[ B |
Tt

158
178

-
-
n
u
-
[ |

. 258

Yirus des
poliomielitsis » - - -

Testigo de

células *» - -
* Tastigo positivo

s Testigo negotivo

{+) degeneracién naturcl de

2. 9 y 11 sobre lo linea celular

EFECTOS CITOPATICO

(DIA DESPUES DE LA INFECCION)

3 4 5 6
S
S
-+ +

las células.

&3

7 B 3

(+X(+)(+)
(+)(+3(+)
(+)(+)(+)
(+3C+)(+)

+ o+ 4+

(+X+1(+)
(+)(+)(+)
(+){+)(+)

(+)0)(4)

(+)

{+)
(+)

+)



Lo susceptibilidad de la linea celular Hep~2¢ es mayor que la

de Hep-2 para los bacterisfagos 2 vy @, y menor para el fago 13.

En gl caso de Hep-2 los (moi) minimas para producir efecto cito-

pitico fusran 92, 88 y 98 poro los fages 2, 9 y 11 respectivomen-
te (14). los cambios observados en los cultives fuerdn lo presen-

cia de picnosis y lisis celular, otra obssrvaciin fud que 1la

dageneracidn natural de las célulos ocurre en menos tiempo que en
la linea celular Hep-2.

3.-Efecto de los fages en estudio sobre la linea celular Helo

Como se desconoclan las (moi) para producir el afecto
citopdtico se eligleron 4 mol diferentes pora realizer las
prushas, basondoss en los dotos que se hablan obténido con las
otras lineas celulares, los cuoles fuercn 56, 189, 158 y 299, Se
utilizé un Admero de 12 pozes para probar cada (mol) y poro codo
fago, en el caso del testigo positivo y el testigo negativo fue
1gual al anterior,sé smpleordn 24 pozos. Los resultcdos obtenidos
on lo infeccien de 1a lineg celular Helo, =6 muestra en la tablo
No 7.

Como pueds obssrvarse sl efecto citopatico se produjo con una
(moi) de 298 para el fago 2; en al coso do los fagos 9 y 11 1
(mol) minimac fue d& 158 y el tismpo pora que #se iniciara el
efecto citopatico en los tros cosos fus de 4 dias.

%4.- Estudio del efecto de los fugos scbre lo linea celular RD

ecto a ®sta linea celular las (moi) empleadas fueron
de 58, 188, 138 y 28§ ya que no se tenia reportada la (moi)
minima, se inocularon 12 pozcs para coda (moi) y pora cada fago.
‘'se tomaron 24 pozos pora el tastigo negotivo y 12 porc el testigo
positivo; 1os obssrvociones se realiraron dioriomente hasto
cumplir 12 dias que es cugndo las cé&lulas degenaran por naturale-
zo. Los resultados obtenidos se presenton en la tabla No 8. Los
resultados  mostrodos indicon que la moi pora producir el efecto
cttopatico fue de S8 para los fogos 2 y 11, y para el fago 9 se
requirid una (moi) de 288. En el caso del fage 2, se considerd lo
(mo1) de 58 como 1o minimo infeccidn porque ol 4o. dlao ya se veiad
el efecto qunque este ero mas evidente con la (mol) de 158.

En el caso del fogo 9 se considerd la (moi) de 268 por
presentar ol efocto citopitico al 4o0. dla o diferencic de las
moi menores con los Que ol efecto s8® presentd bien marcado hosto
«l 8o, dio.
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Efecto de los fogos 2, 9 vy

BACTERIOFAGO moi

58
i)
158

Virus de
poliomielitis *

Teatigo de
cdlulas **

* Testigo positivo

“m Testigo negativo

TABLA No. 7
11 sobre la lineo celular Hela.

EFECTO CITOPATICO
{DIAS DESPUES DE LA INFECCION)
M 1n

1.2 3 4 5 6 7 8B 9

(+3(+) (+) (+)
(+)(+) (+) (+)

D 26 125 R 25
- = =+ o+ o+ o+ O+ o+ + o+
- - = = = = (44 (+) (+)
- = == = = = (4XMe) () ()
- - - 0 + + + + + + +
e Y + o+
- - - o = = (4)4) (+) ($)
- s = s = = e X)) (4 ()
- - + + + 4+ 4+ + +
- - - : + + 4+ 0+ 3 + +

- = {#)+) () (+)

(+) Degeneraciin natural de las células.
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TABLA No. B

' Efectos de low Bacteridfagos 2 , 9 y 11 sobre lo linea celular RD.

BACTERIOFAGO mot EFECTO CITOPATICO
{DIAS DESPUES DE LA INFECCION)
12 3 4 5 6 7 8 8 18 171 12
58 EEEE I T .
1 EE T O . T T - +
2 -
158 - = = 4 & + + &+ + + +
208 - - -+ F o+ o+ r o+ + +
S8 I T IR I T T + +
198 . e - m x4 oa -+ *
8 . -
158 I . . T T T + -
289 - = =+ o+ + +
R - T S T T S
L e T R S S
11 LA N S I A + +
R T T R +
virus de
poliomielitis # B T T R N T IR * >
Testigo de
calulosee - = = = s = = (X)) (4) ()

» Testigo positivo
®e Tostigo negativo

(+) Degeneracisn naturol de las células
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En ol caso de esta linea el efecto citopitico observado fud
myy difersnte ol producido en 1las lineas celulares Hep-2¢, Vero y
Hela; yo que el nicleo sufrid picnosis muy similor 0 lo producida
for el.virus de la poliomilitis pero desde el 40. dla se observy
ung  vacuolizacidn muy marcado que no fud observada en las otras
lineos y finalmente se produj® 1isis celulor.

5.- Estudio del efecto de los bacteridfagos sobre la cepa celular
"RC -5 ’

Lo cepa se crecid en una microplaca hasta obtener un 75% de
confluencia, a6e inocularcn 24 pozos puro coda fogo a diferentes
(moi) de infeccitn S8, 188, 158 y 208 y se les egragb madio de
mantanimiento: se incuboron 24 pozos para el testigd negaotivo y
12 pozos pora el testigo positivo. Los observaciones se
realizaron diariamente. Los resultados obtenidos se muestron en
la tabla No 9.

Como puede obeervarse los bacteridfagos a las {(moi) provadas
no producen eofecto citoputico, tombién es importonte hacer notar
que 10 degeneracidn natural del tejido e3 ma4s tardia en
comparacidn con las linens celulores estudiados.

En ia tabla No 1§ se resumen 1os resultodos obtenidos y se
incluyen los obtenidos por Martlnez (17) con objeto de
compararlos.

Como puede observorse en la tablo No 18 la linea colulor mis
susceptible o los fogos 2 y 9 fue Vero y para el fage 11 la linec
celular wis susceptible fus RD con una (moi) de 5#; o1 efecto
citopitico se presenty entre el 40 y 50 dla despuds de la infec-
cidn; tambidn puodo observarse que las linescs celulares son
susceptibles al ataque de los fagos., estd no sucede ofn ol caso de
las cepas donde el efecto citopldtico nNo se presenta.

C.- MULTIPLICACION DE LOS BACTERIOFAGOS
EN CELULAS EUCARIOTIGCAS

Por . 4ltimo se determind si ol efacto citopdtico era producido
por la propagocidén de los fagos dentro de los cédlulas
aucardticas. El estudio se reolizd en las lineas celularas Hep-—
2c, Hela y RD, asi comc lo cepo MRC-5 de la siguiente manera.
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TABLA No, 9

Efescto de los bacteridfagos 2 , 9 y 11 sobre lao cepa celular

MRC-S

BACTERIOFABOS mol

1 3 &

58 - - - =

a8 - - - -

2 158 - - - -

288 - - - -

s - - . =

198 - - - -

9 158 - - - .-

-— 208 - . - -

59 - - - =

199 - - - -

mn 158 - - - -

289 - - .-

Virus de la

poliomielitis = - - &

Testigo de . .

células »e - = - =

« Testigo positivo

=s Testigo negativo

(+) Degenerocidn natural de las células.
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S

DE

L N N S A R A /]

La
7

[ S T T I B B}

EFECTOS CITOPATICO
(DIAS DESPUES

INFECCION)

8 8 18 N
= {+){+) ()
(+)(+) (+)
(+3(+) (+)
(+3(+) (4)

($)(+) (+)
(+)(+) (+}
(+3(+) (+)
(+)+) (+)

(+){+) (+)
(+){+) (+)
(+)
(+)

o)

(+)(+)
(+3(+)
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TABLA No. 19

Cuadro comparativo del efacto de bacteridfogos sobre céiulas
eucaristicas

TIPO EFECTOS DE 105 FAGOS
CELULAR
BACTERIOFAGOS 2 BACTERIOFAGOS 9 BACTERIOFAGOS 11
LINEAS moge €EC DIA moim €C DIA moim EC DIA
(UFP/m1) {UFPfml) {UFPfmi)
Verow» 12.4 + 5 62 + 5 2us * 5
Hop-2»» 22 + 5 a8’ + s g - 5
Hep-2c ap + 4 88 + LY 209 + L3
Hela 29 + k-] 158 + s 158 + 5
RD 58 + 4 209 + LS 58 + 4
CEPA
WI-38%w 198 - k1] - e -
MRC-5 -1 ] - 289 - 299 -

LG degeneracion ‘natural de los células se inicid al octovo
dla en todos los casos.

= woli.-Multiplicidad de infeccidn necesario para producir
el sefecto citopitico.

=» Datos reportados por Martlinez.

E.C..-Efecto citopatico.
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Uno botello gue contenio las células se tripsinizd y se ogitd
a 1o concentraciun de 5§ #SF cdlulas/ml, se sembraron @.85m1 de
ASta  SUSPINCLSN Ppor POzo, N una Microplaca y e incubb  hasto
ohnnnr un 79% de confluencia, se inoculd ceda pozo con las (mot)
para producir sl sfecto citoputico, determinados en ol
experimento anterior, lo microploca se incubo g 37 ©C durante 12
dlas en atmosfera porcial de CO3 ; a los tiempos 5, 8 y 12 dias,
se tomaron los sobrenadantes de 6 pozos por fago y se efectul lo
titulacisn de los fogos. Loz tismpos se eligleron tomando en
cusnta el dla en el que se 1nicio &l efecto citoputico, el dlo
on &l que empleza la destruccidn naturol d& 1o monocopa y &l dla
aen el que destruccivn os totol. Los resultados obtenidos se
presentan ‘en las toblas No 11 {Hep-2c), No 12 {Haela) y No 13 (RD).

Como la ceapa celular no presentd ofecto citopitico o lao largo
del expeérimentd se tituloron los sobrenadontes de lus moi S8 vy
289 del 120. dio. LOs resultados se mueatran en la tabla No 14,

Como puede abservarse en las tobla 11, 12 y 13; hoy
disminucidn grodual de los titulos fugicos conforme transcurre el
tiempo de 1 &n. Con resp a la tabla No 14 se observd
que en la cepa cslular tombién hay ung disminuciin de los titulos
con respecto al tiempo de incubocidn, aunque no se presentd el
efecto citoputico.




Determinaciin de la copacidad de multiplicaciin de los fagos en

estudio sobre las Gé¥lulas Hep-2c

BACTERIOFAGOS INOCULO

ufp/ml
2 8.ax1#
6
] 3.3x18
3

" S.4%8

E.C.-sfecto citopitico

TABLA No. 11

TIEMPO DE INCUBACION

Sdios
ufp/ml EC
5
1.5X18 +
5
2.6x18 +
2
1.6X18 +

* E1 9§% de 10 monocapa esto destruida.
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8dias
ufp/ml

5
1.2%18

%
2.8x18

1.6X18

€C

+

+

+

12dias*
ufp/ml

s
1.2xv8

5
1.1X18

2
1.2x18

EC

-

+

+



TABLA No. 12

Determinacitn de la copacidod de multiplicociun de los fagos
en estudio sobre la linea celular Hela.

TIEMPO DE INCUBACION

BACTERIO- s 8 12
FAGOS INOCULO DIAS EC DIAS EC DIAS®
ufp/ml ufp/ml ufrp/ml ufp/mL
7 5 - 5 3
2 1.3%X18 a.3x18 + 3.9x10 + 3.8x10
[-] 5 5 3
9 &.7X18 6.1x18 + 3.1X18 + 3.8x19
3 2 2 1
1 . 2.9x18 2.6x18 + 2.0618 + 2x18

E.C. Efecto Cltopitico

= E1 9F% de la monocapa esta destruldo
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TABLA No. 13

Determinaciin ds la capocidad de multiplicaciin de los fagos

en estudio sobre la lines celular RD

TIEMPO DE INCUBACION
8

BACTERIO- 5 12
FAGO INOCULO DIAS EC DIAS EC DIAS™
ufp/ml ufp/ml ufp/ml ufp/ml
7 5 5 3
2 1.3X18 8.3x18 + 3.8x18 + 3.8%18
[} s 3
-] &.7X19 6.1X18 + 3.1X18 + 3.0x19
3 2 2 1
11 2.8x19 2.8%18 + 2.8 + 1X18

£.C. Efecto citopatico

« E1 988 de lo monocopo esta destrulda
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TABLA No. 4

Determinccidn de la capacidad de muleiplicociin de los fogos
on estucio sobre la cepo celular MRC-5

TIEMPO DE INCUBACION

BACTERIOFAGOS mod TITULO INICIAL= 12 DIAS E.C,

TITULO*

6 5
58 1.1%18 1.6X18 -

2 7 s
200 1.7%19 8.5x10 -

6 4
s8 3,719 X 3.8x18 -

9

6 5 .
20 5.8X19 2.7%18 -

3 2
58 6.8X19 7.8x10 -

11 T a . 2
F-L 1.9%x18 5.1 . -

E.C, Efecto citopitice

L UFP/ml
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VIII.- DISCUSION

Podemos considerar - que las condiciones de olmacengmiento
empleadas son las odecuadas para lo conserveciin de los fagos yo
que 1los titulos se r 1eron durante dos afios.
Este comportomtento puede atribuirse a la gron estabilidad de la
®estructura protéica de la cupside,

Los dotos presentodcs en las tablas 6.7 y 8, indican que las
1lineas celuldres son susceptibles ol ataque por bocteridfagos,

En el sistemo faogo-bacteria y en general sn el sistemo
.virus—célula eucoridtico, el primer requaerimiento paro que lo
infecciin viral se presente, es la interaccidn entre un receptor
celular y su controreceptor virgl, Se c¢onoce para ol case de
bacteridfogos y de virus que los receptorss celularas pueden ser
de naturaleza polisacarida o protelca. Por otro lado lo membrana
de 1o célula sucaridtica estd constituido en su carc externd por
proteinas y glicoproteinas. Los  situaciones anteriores y los
resultodos obtenidos en sste trobojo nos permiten sugerir 1la
existancia en las cdélulas eucoridticas de receptores para los
fagos que s® sstudioron.

Aunque las diferentss lineos celulares probodas son  sensi-
bles o los tres fagos, 1o multiplicidad de infeccidn {mo1)
minimo Qque produce sl sfecto es difersnte para cada fogo: e8to
nos llevqg a suponer gue los receptores son especlficos para coada
fago y quiza que su ndmero es diferente. La intercccidn entre el
receptor de lo célulc y el contrareceptor virgol es un  fenimeno
que no es catalizado snzimiticomente, 88 presenta por choques
al azar entre el virus y lo célula hasto Qque la 1interaccidn
sspecifico r contrar -] 88 lleva a cobo. Es claro que
en cuanto mayor es el nameroc de eolementos que chocan lo infec—
cién espsclfica se presenta con mayor focilidad. En el coso ds
tacteriifaogoes se hu establecido Que multiplicidaodes de infeccidn
wan bajas comc #.91 pueden permitir esto uniin especlfica
porque en la cdblulos bocterionos existen un gran namero de recop-
tores paora codo fago: en el caso de virus animaoles la dosis
infectiva paro cultivo de tejidos gl S#% (DICT S@¥) es de 19¥ a
18% do cada tipe pora polio.

En nuestro Gaso como pusde observarse en los resultados
obtenidos ( tablas 6 . 7 y B8 ) las (moi) neacesarias pora
obtener el efecto cCitoputico varian pora cada fogo y coda linea
celulor. €1 ndmero de cilulos en todos los axperiméntos és el
misamo, a8 decir, uno deo los elementos que puedsn interaccionar
{receptor celulor) es constonte y oadomis estd fijo. sin embargo
el otro elemento de chogque {(contrareceptor fugico) vorla, asl
en @l coso de laos cdlulos RD la contidod de fago 9 necesdrio pora
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que el efecto se presente esto entre 158 y 288, 1o cual nos
permitiria sugerir que el nimero de rsceptores especlficos poro
el fago 9 en estus células es bafo, en tanto que en el caso de
los fagos 2 vy 11 el nimerc de receptores e8 mayor yo que requie-
ren de una (mol) deo 5#, este mismo comportgmiento puede sugerirse
para las otras lineas celulares empleadas.En releeidn o 1la espe-
cificidad de 105 receptores Consideromos que puede existir,
nuevamente tomando en cuenta las (moi) de cada fego para productir
el efecto en unao lineo celular dada. &1 no hublese especificidad
la (moi) tendria que ser 1a mismo pora los diferentes fagos y
esto como'puade constarse en log resultados no fue osl, Otra
observacitn que reforzaria estas suposicionss (receptor especl-
fico y némero de receptor ) es la diferencio que se observa
entre la susceptibilidad de los cdlulos Hep-2 y Hep-2e o los
diferentes fagos como se puade constatgr en la  tabla 198,las
células Hep-2c son mas sensibles al atoque de los fogos que los
Hep-2. Se ho estloblecido que las cdlulas Hep-2c son m&s sensi-
bles al viruas de 10 pollo que los célulaos Hep-2 (25). Como se
indicdé el comportamiento de estos dos lineas freonte o los fagos
tombién es diferente, pero contraria a lo reportado pora polio
lo cuol apoyo lo sugsrencia de lo existencia de  receptores
especlficos pura los fagos en las cdlulas sucaridticas y sugiere
ademis que son  diferentes o los que requiere el virus de lo
polio.

Otra observaciin importonte es el hecho de que las cepas
celulares probadas fueron resistentes o 1los fogos en estudio. Lo
diferencia fundomental entre ombos tipos celulaores estc en. el
moteriqgl gendtico, es decir, en las lineos celylares la informa-
cién gendtica esta alterada, mientras que las cepos celulares
conservan la iaformaciin del tejido que les dil origen. Se ho
informado,.. que._ las;cdlulaos concerosas sufren modificaciin en  su
metabolismo, superficie'y antigenos de membrono (27). La apari-
ciuvn de nuevos antlgencs u otras protelnos o arreglos de pro-
teinas en 10 membrana de estos c&lulas que probablemente sean
afines a los controreceptores fagices podrion permitir que hayo
un reconocimiento - por los fagos originando gque se produzca el
efecto citopdtico. En el coso de las cepas no existen cambios en
los ontigenos de superficie y esta podrlia ser una  raz2dén  que
explique el porque los fagos no producen ningin efecto scbre las
cepas celulares, ya que no hay reconocimiento del  fogo.

Posiblemente otra explicaci’n o este comportamiento o5 que
iag cepas celulores y no las lineas tienen la capocidod de produ-
cir 1interferdn que es una sustoncia de excresién que evita la
infecciin viral: y que podrio evitor lo occidn de los fagos
aunque hasta el momento no se tienen datos del efecto de osta
sustancia sobres bocteriséfagos.

Se observd que el efecto citopatico que producen los fagos
sobrs las cdlulas de los linsas Hep-2, Vero y HelLa os semejante
ol progucido por el virus de la polio, En la lineo RD el efecto
citopatico fud diferentes, se presentd uno gran vacuolizacion. Se
ha ‘informado (22) que virus pequefios de RNA sin enveltura produ-
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cen picnosis con desplaozamientc del nacleo y una vacuolizacian
muy marcada, Cabe sefiglar que fagos en estudio tienen ANA como
moteriales genkéticos Gunque no s@ encontrd literoturo que 1lndique
el porque <e este efecto, Sugerimos que 10 vacuelizocidn produci-
da por los fagos sn estudio en estas cdlulas pueda deberse o un
cambio en la permecbilidaod celulor, inducido por los fagos, que
evite la solida de desechos metobdilicos & excreciones celulares
Que o1 acumularse hacen que las células monten una respuestc de
defaensa consistente en el englobamiento de o6tOs COMPUESLOS en
membranas (6). Esta sugerencia pusde apoyorse en el trabajo de
Jong (22) quien encontrd4 que al infectar la cepa de Malphigio con
poxvirus, estos se myltiplicabgn en ungs cugntgs células, dando
lugar a vacuolizacidn, condenzacidn del nicleo y posteriormente
desapariciun de este; o medida que este preoceso degenerativo se
propaga o 1o células vecinos, se forman wveslculas.

Se abservé(tablas 11, 12, 13 y 14) que los fages a pesar de
producir efecto citopdtico no se multiplicaron en las células en
ninguno de 1los cosos; este resultado podria ser explicado en
primer lugar tomando en cuenta el fendmeno ya descrito de infec-
cion abortive (18). Se sobe gque algunas cdlulas permisivas don
lugaor o alteracidn. de olgunas fases de 1o replicacion viral, asl
las célulos Hela que son sensibles ql virus de la influenza son
copaces de evitor la replicaciin de ciertuos cepcs de 8ste virus,
10 misme sucede en el caso de las cdvlulas L que evitan la repli-
cocidn del virus de la enfermedad del Newcostles. Es posible que
esto este sucediendo en el cosc de los fagos en estudio, se
requerirlo realizor un estudio marcando sl &cido nuclelco fagico
v buscando 1la morco después de la infeccin en los cultivos
celulares, para podsr dicernir st efectivaments los fagos eston
dondo lugar a ung infeccion gbortiva.

Otra explicocidn o este resultodo serlo que el icido nuclelco
del fago pudierno expresarse dando lugar o la sintesis de algunos
compuestos que alteren el matabolismo celulor y conduzcan final-
mente o 10 muerte de lo G¥lula. So tienen evidencias de la expre—
sién de genomas fugicos on célulos eucoridticas y tombidn S8
conoce que tanto 1los bacteriyfogos como los virus animoles " don
lugar o protelnds que alteran el metabolismo del hudsped (3, 1) y
18) . El tercer lugor pueds pensarae que 103 cululas respondie-
ran a lo présencia del fago o del RNA fugico en sSu interior como
@ cuglquier eliementc extrafio sintetizando 0lgin producto que con-
duzca a su autodestruccidn y a la no multiplicaciin del fogo (8).

Tambidn sSe suglere que el afecto ciltopdtico producido por
los fagos se deba o que estos no penstren a lo cilulo sucarid—
tica y que el efecto obtenido puada deberse simplemente a una
alteracidtn de la superficie celulor debido a lo unidn del bacte-
ritfago a ella. Se ho estoblecido en el coso de algunos virus
animales - como poliovirus (5) que 1o unisn de lo cdpside o la
superficie celulor da lugar o combios de permeabilidad de 1la
mombrono, que condicionan lc entradc de grandes cantidades oo
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sodio (Not) con la concomitants solida de potasio (K®) que troe
coma . resultado uno inhibiciin en 10 slntesis de protoinas Gelu-
lares vy lo muérte de 1o ¢&lulao. Por otro lado en adencvirus se no
establecido que la presencio de las Tibras coudales (proteinas)
on 18 superficie celulor ocasiono una interrupcidn de la slntesis
de proteinas celulares que finalmente daria lugar a lo muerte
celular (18. 16, 21 y 24). Aunque en el caso del sistema bacte-
ridfago-bacteria oste fenumone no ha sido descrito, creemos que
as8to  podrlo ser uno #xplicacion al afecto observado dado gue se
es5td trobojando con un sistema diferente.

Se ho establecido on los sistemos fago-bacteria y virus-
cdlula el fenimeno denoiinado lisis desde afuera en el que se
presenta lo lisis de las célulos sin que el- fago se propague
cuando 1los (moi)} son oltas; considerdmos que este fendmena no
explica los resultados encontrados (efectoc citopltico . san
propogacion del fogo) ya que &l efecto sSeric inmediato y en le
coBs0 de 108 sistemas. estudiados el efecto citoplticoc Se presenty
hasta &l 5 dio despuds de 1o infeccidn.

€1 onolisis de los resultados no fué sometids a estudios
estadlsticos, debido a que el trabajo reolizado fue de tipo
cuclitativo, baosondose fundomentalmente en 1o ohservocidn de  la
presencia o© ousencio del efecto citopitice;la comparaciun se
Nizo con un testigo Nepativo y un testigo positivo.
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7.

IX.-CONCLUSIONES.

Los bacteridfagos infectan lineas celulores.
Los bocteriufagos no infectan cepas celulares.

No hay multiplicacidn fagica en los diferentes tipos
celulares probados.

Los bacteridfagos pueden producir diferentes efectos
citopdaticos dependicndo del tipo celular. i

La sensibilidod de ios células o los fagos depende de su
tejido de origen.

Los bacteridifagas empleados son muy estobles.

Sugerimos que los c&lulas eucaoridticas pueden poseer
raceptores especificos para los fagos.

. -
8.- Proponemos que el efecto citopatico pueda ser producido

por:

o) Alteraciin de luo superficie celulor,

b) Penetracidn y expresién del fage © de su Gcido
nucléico dondo métabolitos que destruyen a la célula.

c) Modificacidn del metabolismo celular por la presencio
del fago o su dcido nucléico en el interior de la cédlula,

1618 1O T8t
SK‘STRA nEL 1A -B\B\.“m:.u
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X.- PROPUESTAS y/o RECOMENDACIONES

1.~ Se sugiere que se traboje con cultivos primorios para
tener un panoromo mas amplio del efecto citopatico yo que se
trobajo solomente con lineos y cepos celulares.

2.- S8 recomienda que se trabaje um mayor namero de cepos y
lineas celulares pora ¢onocer mas sobre los efectos que producen
los bacteridfagos y poder dorles un smplec mejor, en el futuro.

3.- Ssa recomisnda rsalizar prusbos biogquimicos porc conocer
la naturaleza del material que se locolirza en las vacuolas de la
linsa celular RD para tener conocimiento sobre su origen.

4.- S8 suglere reolizar un sondeo del matericl genctico fi-
giceo durante la infeccidvn paro trator de establecer si  este
presenta o lo célula y si existe o no una replicocidén dentro ds
la mismo,

%.- Otra sugerencia &s probar fantasmas fagicos paro observar
si se produce sl sfeacto citopatico.

6.-Se suguisre que 108 sobr tes ob dos 4d ‘s de 1la
infeccidn con fagos, termincdo 10 lisils celular sean utilizados
para reinfectar célulos y nusvamente titularlos poro ver si - hay
propogaciun {14). )
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