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I. -INTROOUCIDN. 

Actualmente lo protecci.!tn de la poblacHm contra las infec­
ciones virales se realizo mediante lo oplicociün de vacunos que 
van o proporcionar inmunidad. Poro la preparaciün de vacunos se 
requiere de grandes poblaciones de virus que se pueden obtener 
mediante su propagaci.!in en animales o en cultivos celulares, 
Uno de los principales problemas, en el primer coso, es el 
costo que representa para el laboratorio los animales osl como 
su cuidado. Por esta rozón se han desarrollado metadologlas 
para lo obtenciVn de cultivos celulares. los cuales pueden 
disminuir el problema de costos. 

A. -CULTIVOS CELULARES, 
Los estudios que se han rea1izodo sobre cultivos celulares 

han propiciado que se les closi fique de acuerdo al n~mero de 
pases o los que se sujetan, en: CULTIVOS PRIMARIOS, CEPAS y 
LINEAS CELULARES ; CE LULAS TRANSFORMADAS. 

CULTIVOS PRIMARIOS . - Provienen directamente de los tejidos de un 
animal o un embrión. Los cOlulas disociados (en general se consi­
gue mediante el tratamiento del tejido con Tripsino) se sus­
pende en medio de cultivo llquido v so espero que sedimenten 
sobre lo superficie sülida del recipiente. Los e.aulas se fijan o 
lo pared y se dividen por mitosis hasta producir una capo ~nico 

de cOlulas, que constituyen el cultivo primario; oste cultivo 
confluente puede subdividirse para iniciar un n~mero limitado do 
cultivos secundarios ya que habitualmente los cOlulos degeneran y 
dejan de dividirse dospu.!:s de un tiempo prolongado o" do subcul ti­
vos repetidos, tonto los cultivos primarios como secundarios 
conservan el numero diploide de cromosomas, coracterlstico del 
tejido inicial; los cOlulas son delgados y elongodas (soudofibro­
blastoa) o poligonales y tendientes o formar monocopas (sou­
doepitelio), odem~s algunos c~lulas tienen borde redondeados, 
semejantes a los cOlulas epiteliales, pero no forman monocapos 
(cblulos · epiteloides). Si los chlulas son alargados so orient.on 
regularmente uno a otro, los poltgonoles v epiteliales no so 
orientan de manero regular. Los cultivos primarios obtenidos o 
partir de tejidos cancerosos difieran de los cultivos de 
cOlulas normales por su arientaci.!in, que es al azor (15), 

CEPAS. -son e.Hules que no presentan al tcraciones morfoH1gicos ni 
de crecimiento, parten de un cultivo primario y o menudo se 
llaman CEPAS CELULARES OIPLOIOES, el ritmo de crecimiento dis­
minuye al cabo de unas cincuenta duplicaciones o 
pases, tenninüdose el ciclo vital de la cepa. Paro iniciar un 
nuevo cultivo o pase, los cOlulos deben ser transferidos en 
densidades relativamente elevadas. Durante los cultivos de 
cepos celulares pueden surgir lineas celulares continuos (15). 
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LINEAS CELULARES • - Se trata de c"1lulas que adaptaron coracte­
r l.aticaa propias de c•lulos malignas o premalignas. Estas 
lineas celulares se desarrollan rlk!is rópidamente que los cul­
tivas primarios a que las cepas celulares y siempre son 
aneuploldes.es decir, el nómero de cromosomas que contienen no es 
el normal del tejido de donde provienen. TambiGn so pueden 
obtener directamente lineas celulares continuos a partir de 
cultivos primarios de tejidos mal1gno5, Para iniciar un cultivo 
de lineas se requiere de un inUculo menor. Presentan 
densidad de soturac1ün y se considera que son inmortales. 

CELULAS TRANSFORMADAS. -las lineas celulares presentan cambios 
considerables debido a lo aporicio!.n y selecc1Vn de variantes, la 
densidad de saturaciün aumento y las c..!tlulas se superponen 
orientündose irregularmente con respecto a las demo!is. Estas li­
neas celulares transformados son generalmente neoplt!isicas, pro­
ducen canear; se pueden obtener o trovo!is de lo infeccio!in 
con virus oncogo!rnicos en c"1lulos normales de cultivos primarios 
o en cepas celulares. Muchas lineas celulares transformados, 
procedentes tonto de c"1lulas normales como de tejidos malignos 
dan lugar o tumores cuando se trasplantan a animales sensi­
bles (9). 

Para realizar el crecimiento "In vitre .. de los co!rlulas ani­
males se ha requerido de la eloboraciün de modios llquidos 
especlficos que contienen las lonas requeridos a concentraciones 
isosm.:.ticos (semejantes a las del organismo) y paro ello se 
utilizan soluciones salinas balanceados, sales inorgUnicas y 
amortiguadores de fosf'otos. Para que el crecimiento de los 
ce.lulas se efectuo se adicionan el modio salino: aminouc1dos. 
v1taminas y otras productos biológicos que permiten tanto el 
desarrollo como el mantenimiento de las co!rlulas. 

Los productos biológicos empleados han sido: plasma. suero 
sangulneo. llquidos corporales y oxtrotos de embrión de pollo. 

En las primeros to!rcnicas se embeUian los fragmentos do teJ i­
dos en modio do un coagulo de plc::mo, octuolmonto o!:tc m.'..todo o:; 
poco empleado, so utilizo solo como t.i,.cnica de investigociün par­
ticularmente en embriologlo. Se prefiere el plasmo de pollo, ya 
que o!rste produce un coagulo firme. 

En relaciün al suero sangulnoo so usan suoros de mu-
chas especies, pero los mUs comunes son: el humano. el de ter nora, 
el fetal bovino y el de conejo. 

Entre los llquidos corporales empleados estQn: llquidos om­
ni~tico, oscltico y pleural que se han usado con .l,)(ito. pero 
su provisión es algo err~tica y no tienen aceptociVn general. 

Las extractos de embrio!in so usan con frecuencia paro incre­
mentar el desarrollo celular, en especial de las ce.lulas rect.!.n 



aisladas. Puede aubatlt.utr al auero en algunos casos, espe­
ciol..,nte ·en el cultivo de tejidos diferenciados. 

Paro •vit.ar las contaminaciones en estos medios que sen 
altamente ricos en nutrientes se ha requerido del uso do ont1-
bi.:.t1cos. En general. se agrega a los medios de culttvo penici -
llno a 111 U/ml y estreptomicima a 111 pg/ml. 

En amnios se puedo usar la polimb:ino y lo neomicino n 11~· 

µg/ml. Paro evi ter lo contominociO:.n por levaduras y hongos s-. 
emplea la nistatina (fltycostatin) o rozón do 111 µg/ml y la onfc· 
tericina B( Fungizona) en la proporción de 5 pg/ml, pero ambo~ 
tienden a ser acumulativamente cttotóxicos despuo!is de unos cuan­
tos subcultivos celulares. El problema müs diflcil es la conta­
minación con micoplasmo. pero hay informes que indican que 
el tratamiento con Konamictna a raz.:.n de 50 µg/ml, los puede 
suprimir durante varios meses. 

Durante muchos anos so ha buscado un media completamente 
sintbtico para el mantenimiento celular, so ha logrado cierto 
bxi to pero todos los med:ios deben ser reforzados con la adición 
do suplementos biológicos, porttculorrnento el suero songulnoo, 
poro lograr el desarrollo y la división colul';Jr. 

El medio 199 de fl'lorgon, Morton y ParKer es el mo!is camplojo, 
contiene casl todos los amina.:.cidos, vitaminas, varios constite­
yentes del .!.cido n~cloico y metabolitos intermediarios; el medio 
mlnimo esencial de Eagle (fl'IEM) es otro de los medios rn&s usados. 

Todos los medios def'inidos son preparados en una solucio!.n 
salina balanceada y para la mayorlo se uso lo base salino de 
HanK. 

B.- TJ:PO DE CULTIVO PARA TEJIDOS. 

Son de aU191D it11Portanc1a porque dependiendo de los necesi­
dad•• de experi..,ntoc:ión y de los medios requeridos se va o 
obtener un buen cultivo celular. Existen di f'erentea tipos do 
cultivos que utilizan t•cnicas especiales, algunos de los cueles 
se menct.onan a continuación. 

CULTJ:VOS EN COAOULOS.- En la actualidad se utilizan especial­
mente para estudios cito1Qgicos, usanao excrecencia de un pedazo 
de tejido v se presta poro lo observaciQn contlnuo de zonas 
selectivas. 

CULTIVOS ...:>NQESTRATO.-Si una auapensi.!.n de c•lulaa tisulares, 
incluido en un -dio estimulante de deeorrollo, se dejo ••di­
Mentor sobre -la auperftc1e interna de un recipiente Odeeuodo, 
por ejllll'llPlo una botella plana, los ce.lulas se aplanarón y se 
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dlvldirón para formar una capo de c6lulas que cubrlrUn toda lo 
auperficie. 

E•t• tipo de cultivo se etftPleo com6nmente poro estudios 
virolVQicos, asl COMO poro propogociVn de virus. 

CULTIVOS EN SUSPENSION.- Algunos tipos de c6lulas pueden desarro­
llar•• en suspensión, permitiendo recoger muestras representati­
v•H de lo población celular durante un perlado de ti.-po. Se han 
disei'lodo varias tbcntcas, que van desde el uso de tubos en rota­
ción hasta matraces en ogi tocHm y aun sistemas continuos en 
lo• cuales el medio entro por un ex.tromo del sistetftQ y tas 
c•tuloa son cosechados continuamente por et otro. (4) Los altos 
den•idodea celulares que se obtienen por estos matados presen­
tan problemas de regulacHm del pH. Las cOlulos que se producen 
por estos sistemas pueden usarse para ciclos de desarrollo 
o para pruebas bioqulmicos y para producir suspensiones con­
centradas de virus. 

CULTIVOS DE ORGANOS.- Correctorn&nte llQmQdO cultivos de frag­
mento• de .!irgonos, tienen el propósito de hacer crecer a las 
c6lulas en una formo organizada y diferenciada. Estas tobcnicas 
han sido usados extensamente por los emtn•iólogos, y ~s reci.en­
tomente por los vtrólogos, quienes dotectan o tos virus por 
eua efectos sobre los epitelios ciliados. so pueden usar modios 
de cultivos normales para su desarrollo. ( 12) 

C.- CARACTERISTICAS DE ALGUNOS CULTIVOS CELULARES 

WI-38 

Son fibroblostos con un coriotipo 2n•46 igual al de coblutos 
d1platdee nar.al • Se aialb a partir de un tej1do pulmonar 
norMDl de un elllbril.n de mujer, tiene una vtdo media de s• pases 
sertados e~ pra.edlo y su poblocil.in se duplica en un t1empo de 
24 hrs., ttene uno 0111Plla &usceptlb111dod a virus hUlllOnos pero 
es espectal-.nte ~til paro a1at0111iento de rinov1rus, no f'onno 
tU1110res cuando se inocula a pacientes con canear terminal. 
presento un corlotipo diploide excepto en pases muy altos, es 
utilizada para la preparacil.in de d1ferentea vacuna• virales. su 
crecl'911ento y tl'IDntenl•iento se realiza 9111Pleando medio basal 
Eagle-Dtplolde al 9_., y suero fetal bovino no lnoctlvodo al .11•. 
sin antlbil.ittcoa. 
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lllllC-5 

Son flbroblo•tM con un car1ot1po 2n•lt6 que corre•ponde al. do 
un te,J ido hUlllOno normal, se a1.& l.!.o a parti..r do un feto ·umano de 

~· 14 semanas do edad, a part1r del tejido pulmonar. 

Estos cirlula• son capaces de soportar de 42 a 46 pos·::i. seria­
dos antes de que disminuyo su proliferoci.!in, estudios c--•mparoti­
vos muestren que las cirlulas MRC-5 se replican mols rüpldomente 
y son menos sensibles a factores adversos del medio 
Olltb-iente. En ca.paracit)n con los cblulas Wl-38, esta cepa es 
susceptible a un OtftPlio rengo de virus humanos y muy 
ut1.lizoda en la preparación de vacunas virolos. 

Para su producción se usa generalmente medio mlnimo basal de 
Eagle en base HanKs al 91~. suero de bovino fetal no inactivo­
do al 11• y no se adicionan antibiloticos. 

Hep-2 

Son chl.ulas epiteliales con un coriotipo 2n•46 con poliploi­
dias ocasionales. Fuh aislado o partir de un tumor de laringe, ha 
sido usada uaro estudios e)(pcrimentoles en producciün de tu­
mores en ratas, hamsters, ratón, embriones de pollo y en pacien­
tes con canear te.-minol. Se cultivan usando medio basal Eogle 
con base HanKs al ss• , suero de ternera al 1s• v sln anti­
biüttcas. Es susceptible a poltovi.rus tipo I virulento y 
ovirulento, Adenovirus tipo III y virus de la estomatitis vesicu­
lar. 

He Lo 

C@lulas do morfologla epitelial con un caribtipo 2n•46 con un 
pequefto cromosoma telocobntrico en el 98• de los cblulas y 1111~ de 
aneuploid1ae. Fuo aislado o partir de un carcinoma de cerv1)(. 

Poro el croc1miento celular se empleo medio mln1mo esen-
cial Eogle con omin6acidos no esenciales al 9t•, suero humano 
al 10~ y sin antibióticos. 

Es susceptible o poliovirus tipo Y. y adenovirus t1Po 1.II. 

VERO 
Son fibroblastoa con un cariotipo 2n•61!1, fue inicialmente 

a1slado de tejido de riftün de MOno verde africano, la linea 
celular a sido empleada extensivomante en estudios de repltcac1.?.n 
viral, asi CC>fttO tcmbiirn poro el estudio de los virus SV41, SVS y 
saramp1on. 

Paro su pr11poracU1n se empleo medio 199 al 95" y suero fetal 
de bovino al 5• sin ontib16tico. 

Es susceptible o poliovirua tipo 1.II, Arbovirus, Para-



maribo. KoKobero , lllorutucu , Ouoroa , pero no e• •u•cepttble a 
los Ar~ovtrua, Apeu, Caroparu. 

AD 

Son co!rlulas en forma de uso y co!rlulas largas rnultinucleados 
con un car1otipo de 2n•46, el cual es inestable con hiperdiploi­
dia bimodal. el numero de cromosomas puedo variar de 46 hasta 
15. 

Fu.!. aislada a partir de un rabdomiosarcoma maligno iltfnbrional 
de lo pelvis de una rnujer do 7 ª"ºs de edad de origen cauc~sico. 

El cultivo consiste de dos tipos citolügicos que recuerdan o las 
co!rlulas largas multinucleados. No se observan miofibrillas 
por microscopia do luz o electrónica, ni tampoco partlculos 
virales. 

Se cultiva en medio mlnimo esencial con el doble do las 
concentraciones normales de aminoo!lctdos y vitom1nas do la base 
HonKs al 91•. suero bovino fetal no 1nacttvado al 18", sin 
antibiVttcos. 

Es susceptible a poliovirus tipo I, virus do la Estomatitis 
ves1cu1ar, Herpes virus simple y virus de vacuna. 

Algunos de los r!W.todos empleados para el cultivo de estas 
cblulas son: f'IMrtodo del capilar, mbtado do la microgota, asl como 
el cultivo en tubo do ensoye, cultivo en cubreobjetos, 
cultivo en cojo de petri y cult:t.vo en botellas (4). 

D.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS VIRUS. 

Se concidera que una portlcula viral o viriün es un bloque 
de material geno!rtico rodeado por una cubierto proto!rica que sirve 
de vehlculo poro su transmisión de una cblula a otra (11). 

De acuerdo al tipo de c~lulas que infectan, las virus se 
clasifican en general en tres clases: Virus animales, v1rus de 
plantas y v1ru& bacterianos o BocteriUfagoa. Esta especialidad 
de infecciün ae debe a la presencia de receptores e&pecl ficos 
que a• localt.zan en el viriün v en la co&lula huhped ( 1•). 

En los bacteriófagos los posos generales para un proceso 
infeccioso son: AdaorcH1n, Penetroci6n, Mult1pltcaci6n y Lisis. 

ADSORCION.- El primer paso consi&te on la uni.!.n del fago a 
receptores especl ftcoa de la co!rlulo bacteriana. Este proce­
so incluye lo fonnoci..:.n de puentes i6ntcos ontre cargas ccxnple­
mentarias en el punto de unión del viri6n, fibras cauda­
les o esplculas de la placa basal y los receptores celulares, que 
pueden estar localizados en diferentes zonas de las envolturas 
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celular•• y en cuanto a su cCMpoaici6n pueden eatar canatituidos 
por protelnas o lipopolisocl.tridoa; algunos fagos se adsorben o 
los opO~dices superficiales como el pili sol(uol y los flagelos. 
El fen~no de odeorciün puede ser inhibido por cGll\bioa en el 
pH. lo concentrac16n io!inica o por la falta de cofactoros que 
ayudan a la adsorción, como el triptofano. 

PENETRACION.- Uno vez que so ha adsorbido el fago, el Ucido 
nuclbico que constituyo su l'llaterial gen.;tico penetro o lo c.!ilulo 
bacteriana, en la mayar la do los casos por un fen.!.meno muy pare­
cido a una inyecc1l.tn, hay una contraccio!in de la cubierta del 
tollo, en los fagos que la poseen, que permite la penetración a 
trav.!.s de la pared celular para alcanzar la superficie de lo 
membrana y puede estar Ol(puesto a lo acción de nucloasas 
das a las membranas et topll.tsmicos. 

MUL TIPLICACION.- En muchas ocasiones uno vez que penetra el 
.leida nuclilrico se detiene la slntests macromolecular de la chlu­
la hubsped y comienza la slntesis de protelnas fo!igtcas y lo 
replicacilin del o!tcido nuclbico viral: una vez que estlin todos los 
componentes del virus se presenta el fen.!.meno de ensamble o mor­
fogbnesis del bocterilofago, que puede sor m..'..s o monos complicado 
dependiendo del fago de que se trato. 

LISIS.- La i'.&ltimo etapa del proceso do infección os la lisis do 
la c.!.lula hubsped. Este proceso no os del todo conocido por-o 
parece que algunos de los protelnas fógtcas causan en primer 
lugar una al teracio!in do lo membrana plasrnlotica y on segundo 
lugar. mediante la accilon de enzimas que actóan sobro la paced se 
propicia la dosintegraci.!.n de la c.:.lula. 

No todos los fagos ocasionan la lisis de la c.:.1u10 ( 1, 1111) hoy 
algunos fago• cClll'IO en los que se presenta un fenlimeno llamado 
lisogenla donde el Qcido nuclbico del fago persiste en la cblulo 
hubsped durante muchas gener-acionas celulares, o incluso en formo 
indefinida ya sea porque $8 integra al cromosoma celular o por-que 
se circulari.za compartO:..ndose entonces como un pl6smida. 

Los virus animales en algunos casos presentan el mismo meca­
nismo para entrar a las co!ilulas y los efectos que so producen 
sobre ellas debido a su multiplicación puedo oscilar desdo uno 
i.nfec1..!in asintom6tica hasta una enfermedad aguda o lo induccio!in 
de un cancer. 

Para estudiar o nivel de laborotar-io estos ef&etos ae efllpleon 
cultivos celulares que se mantienen sin vartaciO:..n mediante la 
adlci.On de medio de cultivo sin suero songulnea con objeta de 
mantener un mnbi.ente relattvomente estable por-a el virus. 
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Se ho encontrado que los diferentes virus producen dlf'erentea 
efectos sobre las c.erlulas (efecto cttop~t1co), los cuolea penni­
ten Identificar un v1rua dado. As! el virus de la pollomelltts 
hace que las c•lulas •• redondeen, se encojan y •e vuelvan p1c­
nbt1cas; los adenovlrua producen ef'ectos de "ENCAJE VIEJO" con 
aglomerados de ce.lulas unidos por hilos cltopl.lsmlcos, los virus 
de lo parotid1tis ep1dibnnica provocan lo unión de los c.!tlulos en 
un stncieto ..,lt.inuclear y loa herpeavirus hinchan las ce.lulas en 
f'ocos sobre la capo celular ( 12). 

Ad~s del erecto cttop~ttco se han dise"odo otras metoda 
log.los para establecer la existencia de una inf'eccio!.n viral como 
la hemadsorcio!.n; parece ser que algunos virus hocen que las 
superficies celulares del huibsped, sean capaces de adsorber a los 
eri trüci tos de algunas especies. Los virus de esta cotegor la na 
son liber-odos por lo ruptura de lo ce.lulo. sino que se liberan 
continuamente durante un perlado de dlas. En realidad, las eri­
tro!ocitos son adsorbidos por los virus de lo superficie colular. 
El fenümeno de lo hemoodsoci¿n puede ocurrir con o _sin la presen­
cio del efecto ci top~tico, 

Paro saber el grado do infoctividad se ha utilizado el m.!ttodo 
de la placo, el cual ha sido fundamento) en la virologla bastea y 
tiene tombion gran importancia para fines diagnósticos; se realt.­
zo colocando uno capo celular infectada que se cubre con modio de 
cultivo para mantenimiento, los virus son liberados por las 
co&lulas infectadas y se diseminan a tr-ovbs del modio llquido poro 
infectar otras cblulas. Sin embargo. si el medio se solidifica 
con ogar, no puedo ocurrir la diseminociVn de los virus y la 
extenci¿n de lo infecciOn se limita a aquellos células que so 
hallan inmediatamente adyacentes a los cblulos 1.nfectados in1.­
ciolmente. Empleando colorantes adecuadan, los Oreas de c.!tlulas 
muertas aparecen como zonas claros y so pueden contar para calcu­
lar el n¿maro de unidades formadoras de placas (UFP) contenidas 
en la suspensión viral. Los placas se deso,..rollan despuGs de un 
dlo a trea a...:anas de incubaci.!.n, segtin el virus. Las placas -se 
revelan de varios formas adenti!is de lo tinciOn mencionado: 

1 .- Por hemodsorci..:.n; con ciertos virus, las c~lulas en las 
placas no se destruyen, pero adquieren la propiedad de ods.or'bor 
hemotles. 

2.-Por detenct¿n micr-oscOpica de policoriocitos los cblulos 
infectadas pueden fundirse con las no infectadas vecinas. paro 
formar palicor.tocitos (c.!tlulas multinucleados), detectables mt­
Cr'o&copiccmente. 

5.-Por tn-..nof'luoresconcio: debido o que los c.!rlulos de los 
placas contienen grandes cantidades de ontlgenos que pueden de­
tectarse por pruebas inmunolo!.gicos. 
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El tltulo de la preparact\}n vlrtca •• calcul.a dlr-ectomente 
por- el n6mer-o de placae y lo dtluci.:.n de lo muestr-a, la oxactitud 
del estudio depende del numero de placas contados. 

Loa efectos de los virus ae pueden inhibir con antisueros 
especi f'lcos si el virus entra en contacto con anticuerpos homU­
logos, De l!.sto se deduce que los virus se pueden detectar y cuan­
tificar usando cmticuerpos producidos a su vez por virus conoci­
dos. Como en todos los ml!.todos cuantitativos, los agentes reoc­
cionontes deben ser normalizados. Las titulaciones de anticuerpos 
mediante los ml!.todos de 1nhibici.:.n de lo hemoodsorción no son de 
uso general, como las pruebas de neutral1zaci¿,n, las cuales se 
realizan poro comprobar los efectos citopUt1cos. 

En los cultivos celulares el pH es muy importante va que las 
co!rlulas al realizar sua procesos metabólicos van a originar un 
cambio on 01 medio, el cual quedo demostrado por el indicador 
rojo de fenal que se adiciono al medio y que va o virar de rojo o 
amar-illo. 

Loa co1u1as infectadas. sin embargo, mueren. cesando el meta­
bolismo v el pH del medio permanece inalterado. Usando los cam­
bios del pH como medio de detenninacio!.n de la infeccf¿n celular, 
se puede realizar anUlisis voluminosos con un grado razonablo de 
exactitud, elimin.!tndase lo necesidad del examen micrascUpico para 
cada cultivo. Los pruebas se padran realizar en tubos do onsayo o 
en charolas de pli!istico. 
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Il .-FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA: 

El organismo presento diferentes rorma& de def"enso ante lo 
presencio de porticulos extrai'los, en el coso de infecciones 
virales produce uno proteino llamada interfer6n, despu"1s de un 
tiempo se producen anticuerpos espec!f'icos contra el virus, 
originando protección al organismo. Este papel protector ho sido 
confirmado por lo acción profilóctico del suoro inmune (1"). 

Como se menciono anterionnente, el suero es un suplemento de 
gran importancia en la proli feraciOn de c.!rlulas eucarióticas, sin 
embargo en muchas ocaciones estos se encuentran contaminados con 
fagos. 

Merrtl y Col. (19) reportaron que el suoro fetal de ternero 
utilizado para enriquecer el medio nutritivo en lo propagación de 
virus, se encontraba contaminado con bacteriófagos; eató fue 
postertonnente confirmado por Chu en 1973 (7). Tomando en cuento 
estos obaervoctones Petr1cctan1 (2111) estudió vacunos que estaban 
va autorizados poro su opltcactón, en relación o su posible 
contamtnacio!in con fagos, encontrando que el 18" de ellas presen­
taban f'ogoa y sugtriü que estos provenión del suero fetal de 
ternero empleado para lo elobarocto!.n del cul tlvo celular en el 
que se propagaba el vtrus. 

Lo presencia de lo• fagos en las vacunas causo!. preocupación 
ya que e>Ciston reportes como el de Merrtl ( 18) donde se informa 
que los fagos transductores alteran el metabolismo de f'ibroblas­
tos de pacientes golactos.!tmtcas; al transferirles los genes paro 
la utilizac1¿n de lactosa se correglo el error cangOntto de las 
ciDluloa. 

Doy ( 11) abserv¿ algo similar al emplear los fagos ). y Jd 
89 para tranarerir genes de E.coli o lineas celulares de los 
plantas Lycopersicon eaculatum y Arabidopsis tholiana. 

Wenger en 1978 (28) demostro!i qua un f'ogo aislado do suero 
bovino causaba uno d1sm1nuctc!in en la slntesis do ONA en Linfoci­
tos humanas. 

De acuerdo a la inf'onnacil!.n extstonto os posible citar tres 
posible ef'ectos producidos po~ fagos sobro c"1lulas do momlferos 
(2) 
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1.-Tran•g•no•l•.-El f.n~no caMpleto de tranaferencta, tran­
c1pc16n V funci.?.n de genes de bacterias en cl!rlulas eucar1Ut1cas. 

2.-conversil.in 11sogbn1ca.-Fenomeno en el cuol mediante la 
ltsogenizacil.in da bacteria se cambian las caractarlsticos feno­
tlpicos de la misma: como lo observada en Corinebactertum 
d1phther1oe, agente et1oll.ig1ca de la difteria que sola produce la 
toxina si se encuentra lisogenizada por un fago ( 13). 

3.-Aeplicaci.?.n del fago en cblulas eucori.?.ticas.-Este fenó­
meno fue reportado por Paul Ts'o and John Leavitt de la univer­
sidad de Baltimore C2e) quienes demostraren que ciertos fagos 
pueden replicarse en co!rlulas de Hamster. 

Aunque los implicoctones de este descubrimiento son desccno­
cidaa, Merril piensa que los fagos pueden rutinariamente infectar 
célula• hurnanaa v causar enfennedadas. 

En el laboratorio de Genti!itica Microbiana de la Escuela Nocio-
nol de Ciencias Btol.?.gicas se realizo?. un trabajo de 1nvest1ga­
c16n. en el cual ae oialorcn once bacteri6fogos diferentes a 
partir de sueros bovinos, estudios prel1minarea mostraron que 
algunos causaban efectos et topütico sobre una linea celular ( Hep-
2). (23), Posteriormente se trabajó con tres tipos celulares 
diferentes, dos lineas celulares (Hep-2 y vero) y una cepa ·celu­
lar (WI.:.38) y con loa bacteri.?.fagos 2,9 y 11 aislados anterior­
mente en el laboratorio: observóndose que las lineas celulares 
Hep-2 y Vero son susceptibles al ataque de los bacteriófago 
aunque en d1ferente grado, en tanto que WI-38 permanec16 sin 
alteraciones durante todo el tiempo del experimento. 
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111.- PLANTEAMIENTO DEL PROSLEJU: . 

Los datos obtenidos en un trabajo anterior, ( 17) indican que 
hay cierto especificidad celular de los bacteriófagos y tamb18n 
se eneontr6 que parece haber d1. fer-ente susceptlbi lidod de las ch­
lulos a lo occ16n de los virus . .. 

De acuerdo a estas datos en el presente trabajo se troto de 
establecer si los fagos pr-esenton eapecificidod sobre los chlulas 
eucari6ticas y &1 realmente las c~lulas presentan diferentes 
suscept1b1.11dodes. 

IV.- OBJETIVOS: 

1.- Oetenn1nar la sensibilidad de diferentes cultivos celu­
lares eucari<!tticos a los bacteriUfogoa. 

2.- Detenntnar lo posible diferencia de susceptibilidad al 
ataque de los virus entre cepos y lineas celulares. 

3.- Determinar si el efecto citopOtico es produc1.do por mul­
t1.plicacl.!in fOgica. 

Y.- HIPOTESIS: 

Si lo especiflcldad de ataque por los bacter1Ufogo5 e5t~ dado 
por le presencio de receptores espec1flcos de unión entre l.as 
bacterihfogos y su huhaped, ser6 pos1.bl.e que estos virus ataquen 
o c.a.l.ulaa eucar1Uticaa •1 estos presentan dichos receptores en su 
membrana. · 
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VI. - MATERIAL V ME.TODOS. 

A. - l"\aterial Biol.!igico 

1 • -Boctortas. 

Escherichio coli W:5:55".-Esto cepa contiene los siguien­
tes coracter l&ticas fenotlpicos: 

2. -COlulos. 

Llneas celulares Hep-2c.-Es una clona de la linao co!.­
lulor Hep-2 (obtenido en la universidad de Cincinotti), 
aislado aportir de un tumor de laringo. Fue donada por 
el departamento de Virologla del Instituto de Enfermedades Tropi­
cales. 

Vero.-Aisloda do tejidos de riff.!in de mono verde. fue 
donada por ol departamento de Viraloglo del Instituto de Enferme­
dades Tropicales. 

Hela. -Aislada de un carcinoma de cerv1x, donado por el 
laboratorio de 01agn6st1co y Referencia de lo Escuela Nacional 
de Ciencia• Biol~gicos. 

RO.- Aislada a partir de un rabdomiosarcoma maligno 
embrional de la pelvis de una mujer, donada por el laboratorio de 
Virologlo del Instituto de Enfermedades Tropicales. 

JlllRC-5. -Es una cepo c~lular. aislado a partir del tejido 
pulmonar de un feto humano; donada por el Instituto de Enferme­
dades Tropicales. 
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3.-8octer"16f'ogo•. 

Fagos 2 , 9 y 11 

Estos f"ogos fue,.on aislados en el laboratorio de 
Gen.!rtiea flllierobiano de la ENCB apartir de suero bovino comercial. 

B.- Medios de Cultivo 

1.- Medio Sólido Lurio (L). 

Se empleó para el crecimiento de lo cepa indicadora (E. 
col1 W3359),en la titulación de los bocteri6f"agos. 

Peptona de coselna purificada 1". 0g 

Extracto de levadura 5. 0g 

Cloruro de sodio 10.l!lg 

Agua destilodo 11iHH:S ml 

Agar bacteriológico 15.0g 

Se mezclaron todos los componentes. se ajustó el pH a 
7 .111 con una solución saturado de NaOH y postertonnente se 
agregaron 15g de ogar bacterial6gico, se esterilizó en autoclave 
a 15 lb durante 1Sm1n. El medio est.!.ril se vació en cojos de 
Petri est~riles, en condiciones do esterilidad. 

2.- Medio llqutdo Lurla. 

Tiene la misma composici¿n y se prepara de lo misma 
manera que el medio sólido excepto que no contiene agar. 
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3.- Agar blando. 

Se empleó para homogen1zar la mezcla del fago y la bacteria 
durante la ti tulac 1Vn • 

Agar bacter1olt!igi.co e. 7g 

Agua destilado 1e9 ml 

Se mezcl¿ con el aguo, se calentó a ebullici¿n, se 
envasaron volUmenos de 3ml en tubos de 13 X 1"enm y se esterilizó 
a 15 lb por 15 min. 

4.- Media 199 de crecimiemto con l"" de suero do ternero (ST). 

Este medio se utilizó para el crecimiento y congelamien­
to de loa l.lneos celulares. 

M-199 18 X ("In.vitre") S"·"ml 

Agua bidostilada osto!rril 411.Sml 

NoHC01 estibril 12.Sml 

PES esthrtl 1 .tml 

Suero de ternero (ST) 51.8ml 

Cada uno de los componentes ae· agreg6 cuidadosamente en 
el orden anterior y en condic1ones de esterilidad, se agitV hasta 
que todos los componentes se mezclaron perfectamente. 



"'9d1o 199 (compoaici~n) 

Componentes Base EARLE Componentes Base EARLE 
mg/L mg/L 

NaCl 6811.• DL-Fenilalanino se.••• 
KCL 4111!1.l!I OL-Metionina 3'11.Hlll 

lltgSO-,, 7H.¡• 2••·• DL-Serina s•.111 

NoHa, POt .H.\.O 1411.e OL-Treontna 61.l!ll!ll!f 

Glucoao 11"'9.I CL-Leuctna 121.091 

Rojo de fenal 29." DL-Isoleucina 4"·""" 

CoCl (anhidro) 211.1 DL-Valina se.aeQJ 

NaHCOJ 22111!.l!I Ac. DL-Glut~m1co 15''-""" 

Tween ee 20.S Ac. DL-Asp1ktica se.oee 

Piridoxal HCL B.1!125 DL-Alontna so.ose 

Ntactna 1!1.925 L-Prolina 41.SSl!I 

Ntoctnamida 1.025 L-Hidroxiprolina 19.tUU!I 

Pantotenato de Ca o.a1a Glicina 5"·"'"' 
1-Inoattol 1.858 L-Glutamtna 1'!18.11!19 

Ac, aacórbtco 1.•s• Acetato de Na se.111 

Ac, fM1co t.IH1 L-Cisttna 29.981 

Ac. p-Aminobenzotco ti. 851 L-Tirostna 41.1181 

Ni troto f.&rrico 11.1•• L-Cistetna HCI 111.1118 

d- Siotina 1.111 Sulfato de adenina 11.118 

"'8nad1ono 1.11111 Guanina HCL 9.31!18 

Glutot16n P.959 Xanttno l!l.311 

Vitamina A 1.18d Hipoxanttna 1.311 

Colciferol 8.18'! Timina 1.3118 

Colesterol 8.21!19 Tiam1na HCL ... ,. 
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Cdmponentes eose E ARLE Componentes Base EARLE 
... /L mg/L 

Ac. Adenllico 8.2118 Piridoxtna HCL 8.825 

Desoxirribosa ..... Riboflavina 8.811 

Riboso 1.511 Fosfoto de alfo 

Colina CL 1.511 Tocoferol disó-

Urocilo 9.381 die o 1.e1e 

Tri fosfato de 
adenosina 1-'"'" 
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5,- Medio 199 de crec11t11iento con 5" de ST. 

Se 91111>1•6 para el creciniiento de lo• llneos celulares, 

M-199 11 X ("In vitro") 51L8ml 

Agua b1deat1loda est•ril 411.Sml 

NaHCOJ est.!tril 12.Sml 

PES esttbrU 1."ml 

Suero de ternera (ST) 25. llml 

Se pr"epor~ de la misma fonno que el anterior-. 

6.- Medio 199 de mantenimiento. 

se utilizó para lfKlntener v1va lo monocapo at.n que hubie­
ra divtsi6n celular. 

111-199 11 X (•In vttro") s•.h1 

Agua b1de•t1lada esto!.ril 436.Sml 

NaHCOt estiltr1 l 12.Sml 

PES est&ril 1.em1 

Se preporl. de lo misma manera que el anterior, 

7.-Medio Let.boviz con 3.,, da suero de ternera (ST). 

se empleQ paro el crecimiento de la linea RO. 

Leiboviz ( "Microlab") 

PES ••t•ru 1.lml 

Suer-o de ternero ( ST) 

Se preparo igual que los anteriores. 



8. - Medlo de mantenlmlemto leiboviz. 

se ut1liz6 poro mantener vi.va lo monocopa sin que 
hubiera divisi.!tn celular. 

Leibovlz ( "Microlab") 499.Rlml 

PES estibrll 1 .Rlml 

Se prepar.:i de lo mismo manera que el anterior. 

9. - Medio mlnimo esencial (MEM) al 19" de S. T. 

se empleo para el crecimiento do la cepa celular MRC-5 

MEM 18 X ("In vito") 51.tzlml 

Agua bldestilada ostibril 366.Sml 

NoHCOJ estibril 12.Sml 

PES est.brll 1 .•ml 

Suero de ternero (ST) Stl.lml 

Cada uno de los componentes so agreg6 cuidadosamente en 
el orden anterior y en condiciones de osterilidad, se agitO hasta 
que todo los componentes se mezclaron perfectamente. 

18.-flledio mlnimo esencial (MEM) al 15'.ll de S.T. 

Se empleo para el congelamiento de la cepa celular MRC-5 

lllEM 1f X ( •tn vitre•) 58.lml 

Agua bidestllada o&tibril 361 .5ml 

NoHCO.t est""'ril 12.5ml 

PES estoliril , .lml 

Suero de ternera ( ST) 75.9rnl 

se preparo de la misma manera que el anterior. 

11 . - Medio Leibovtz 

La co.posic16n qulcnica no ae encentro en lo literatura, 
solo se tiene tnfarnmcll..n que cantt..ene el doble de lo concentro­
c1Qn del .,dio 119. 
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Medio fllUnirno Esencial (MEM} 
Composición 

companentos 

Clorhidrato de 
L-orginina 

L-Cisttno 

L-Glutamina 

Clorhidrato de 
L-Histidina 

L-Isoleucino 

L-Leuc1na 

Clorhidrato de 
D-Liaino 

L-"9tton1na 

L-Fenilalanina 

L-Treonina 

L-Triptóf'ono 

L-Tirosino 

L-Valino 

Biotina 

Pantotenato de coleto 

~loruro de coltno 

ACidO fo!olico 

Inositol 

Acido "lcotlntco 

Clorhidrato de ptridoxal 

Riboflavina 

Clorhidrato de tiamina 

25 

Base Earle 
mg/L 

17.4 

146 . 

3.2 

26.2 

13.1 

18.2 

7.5 

8.3 

11.9 

18 

11.7 

1.1 



C.- Soluclonea 

1).-Soluclón da '56/2 

se emple¿ ce.o diluyente de los bacteriüfogos durante ia 
tttuloci.!in. 

KH.&POv 1 .3g 

Sol. de MgSOy· 7H4 D al 21;: 1. lml 

(NHy)-4.SOt 2.Bg 

Sol. de CaCl.¡ol 1" 1.i!lml 

Sol. de FeS0 •• 7Hol.O al 11.1;: e.Sml 

Se agregaron todos los componentes en Sllml de agua, 
ajustó el-·PH a 7.2 con KOH, se completó el voli!imen a lt'U'ml y 
esterilizó en autoclave 151b por 15min. 

2).-SolucHm A de PBS (soluciVn reguladora de fosfatos) 28 X. 

Se utilizó para preparar el versen o y lo tripsino. 

NaCl 

KCl 

.............. 2 .... 0 

KH.zPOy 

161.lg 

4.lg 

28.Bg 

4.lg 

Agua destilada para aforar a llllml. 

Las •alas ae disolvieron en el orden seftalado y se 
of'ororon a llltll'll con agua destilado, se esterilizó o 15lb por 
1S..1n. 
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5).-SOluctOn B de PBS, 

se uttltñ paro llet'"Ytr •l -.tertal de vldrto y para 
dtollzar la auapena16n de loa boct•r"16fagoa despuOs de su pu,-1-
ftcacilln •n g,-adtentes de CsCl. 

NaCL 

KCl 

Na,tHPOy 

KH¡POll' 

ª·"9 
e.29 

1.1g 

ll.2g 

Se disolvieron todos los componentes en Slllllml de agua 
destilada, se ojust6 el pH a 7.4 con NoOH v se aforó a 1llltnl con 
agua destilada. 

4). -SOluctVn de tripsina al s•. 

Se ut1.l.1z>!t para tripsintzor las co!rlulas. 

Sol. A de PBS (211 X) s•.11m1 

Agua destil.ado 951. lfml 

Tr1ps1na 1 :25il 5".lg 

Rojo de fenal al 1• •. Sml 

NaOH 1N par"o ajustar el pH o 7 .8 

En un fr"asco 11.mpio v seco se mezcló el PBS y el agua 
· deatilada, se ogreg¿ lo trtpstno y se og1t6 hasta que se dtsolv16 
totalll!90te. Se agreg6 r"ojo de fenol y se ajustó a un pH de 7 .e 
con NaOH 1N. se ogJ.t6 o te.pe,-aturo ambiente durante uno hora y 
se flltr6 o tnav•• de uno fllE!lftbrono •1111por"• de l.4A de dimne­
tro; distrlbuyoltndo.. posteriorMOnte en f'roscos liniptos y estit­
r11-. en vo16-nea de 2 ... 1. Coda frasco se tapb y se selló con 
clnt.o odtlealva, esU .. reoliz¿ en condtclon•• de eateiril.ldad. 
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S). -Solución de vera.no al •. 1511. 

Se etnpleó par"a diluir la tripsino. 

Sol. A de PBS (2• X) 59.lllml 

EDTA iL5g 

Agua destilada 9511. lml 

NaOH 1N para ajustar el pH o 7.5 

En un fr"asco limpió, se mezcló el PBS con el agua desti­
lada. Se agregó el EDTA, se ogitü hasta que se disolviü por 

·COl'rlpleto, se ajusto!. el pH a 7.5 con NaOH 1N. Se ester111zü a 15Lb 
por" 15m1n 

6).-Soluci.ón de peni.cilina- Estreptomicina (PES). 

Se empleb par"a conservar" los medios de cultiva. 

Sulf"ato de eatreptomicino (dihidr"atada) 1.i!lg 

Penlcil1no G(aol abdico) 1,1111,tt• UI 

Agua deatiloda 19.lllml 

Se diaolvteron los antibióticas por separado en 5ml de 
aguo deetilodo cada uno. Se agitó hasta que loa componentes 
dtaolvi.eron canpletomente; se mezclaron las doa soluciones en un 
f'raaco eati6r1.l. Se esterilizó par filtración o trov.!os de uno 
meftlbrana de • • .r+~ de di.!.metro del poro. Se envasó en valUmenes de 
2Ml en viales eat•r1lea que ae sellar6n con tela adhesiva. La 
concentrac10n final de penicilina es de 111,11111 UI/ml y de es­
treptOfttlclna 111 ..... g/•l. 

7).-Soluci.On de bicarbonato de sodio al 4.4~. 

Se 9111pleó como tampon de co~ 

NaHC0.1 

Rojo de f'enol al 1" 

Agua deetllado 

Btllxldo de carbono sbltdo 
(Hielo aeco) 

28 

44.tg 

f.5ml 

1111 Ml 

11.lg 



En un fra•co llftllPlO •• colocaron 55 ... l de ogua d9•ttlada, 
le agregQ l•ntam9nt• el NaHCO¡ y •• ogitlll hasta que •• dtaolvló 

=~a c::!~~:da. ~e °:~i¿ 9 !1 r~~:l~e:::º!n V 2 •:u:!:r:e 
0 2~,.=~o:: 

madamente y se ogultó constantemente hasta que el indicador vir-.!. 
a color canela pUlldo (pH 7.1-7.3). Se esterll1z.:. en autoclave o 
11Lb por 21n11n. 

8).-Soluciün TRIS-EOTA (TE). 

Se emple.:. poro resuspender lo pastilla de los bacterió­
fagos precipitados can pol1et1lengl1.col, osl como poro disolvor 
el CsCl. 

TRIS . .. , ... 
EDTA l!l.t1M 

La soluc16n se ester111.zU a 15Lb por 15mln. 

9).-01.metil SulfUxldo (OMSO) 

se emple.:.. pora proteger las c..i.lulas en la cagelac1.:.n se 
tomaron directamente •. 2ml del reactivo y se agregaron a cada 
crlotubo que canten la las c.a.1u1os. 

1•).-SoluclUn da Fonol al i.-. 
Se emplel.. para des1nf'ectar el orea de trabajo. 

Fenol. , .... 
Agua dest1.loda 1lltml 

Se dtaolvi.lt el fenal en el agua destilada. 
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11). -Soluci•!on roJO de f'enol ol 1•. 

Se MtpleQ COMO indicador del pH en la• soluciones de 
Bicarbonato y Trtpatna. 

Rojo de fenol 1•.llg 

NaOH 1N 36.lml 

Agua destilada i••e.11m1 

Depositar el rojo de fenol en un matraz aforado de 1118.ilml, 
agregar aguo destilada y NaOH. Agitar durante 1 hrs. y aforar, se 
filtro y se ostor111zo o 11"-C por 1"m1n. 

O.- M.!ttodos 

1.- conservaci.!on de la cepa indicadora. 

La cepo E.coli W335• fue empleada corno indicador-a, y la cual 
se mantuvo en tubos de tap¿n de rosca que contentan medio Lurio 
&.!olido inclinado, toa cuales eran sembrados por estrlo e incuba­
dos a 37-C por 24 horas y mantenidos postarionnente en refrigera­
ci¿n. Se hicieron resiembras de lo cepo coda 3 meses. 

2. - Ti tulact.!on de Bacteriófagos 

Se hicieron cultivos de toda lo noche con lo cepa indicadora 
(E. coli W 3 3 5 •), colocando Bntl de medi.o L liquido y uno azada 
de lo cepa bacteriano en un tubo de ensayo de 16X15• _. estG­
ril, a incubando o 57-C durante 18 horas apro>dMadDfll8nte. Se 
adicionaron en una MOtraz nef'elombtrico estbril llml de medio L 
11qu1do y •.2 ml del cultivo anterior. Se incub6 con ogttaci6n y 
o 57-C hasta obtener una lectura do 711!1UK on al fotocolor !metro 
Klett sunneraon con filtro rojo. Se hicter¿n diluciones decimales 
de los bocter16fagos hasta 1 e·• en medio mlnilllD 56/2. A un tubo 
con agar blando fundido y mantenido o 45 •e •• le adicionaron 
•, 2ml d• lo cepo indicadora crecido como •e ind1c6 en el p4rraf'o 
onter"ior y l. lml de una de las diluciones del bacteriófago. se 
og1t6 hasta homogentzor y luego se s8f1'br¿ por voc1.ado en una caja 
de petri- con -d1.o L a611-da. Cado uno de los d1.luc1.ones ae altlnbr..!o 
por dupl1.cado. Las cojos una vez solidificados ae 1.ncubar-6n a 37 

-t:: dur-ante 2• hora• oproxi.adanenta. El titulo •e colculü con­
tando el n~-ro de placas l! ti.coa y relac1onandolos con la d1.lu­
ciün que ae .-.br"6. 



5.- Propogacllln del Bacter16fogo a partir 
cM un ploca lltica. 

Se hizo un cultivo de todo la noche de la cepo Indicadora 
(descrito onterio,....nte). se colocaron t.2ml del cultivo y 1lml 
de Medio L llquido en un matraz nefelombtrico estobril, se incub6 
o 37-C en un bofto con ogitoc1Un haata obtener una lectura de 71 
UK. Se toni6 uno placa lltica de una caja de medio L sólido en 
donde hobla una gran separaciün de placas y se colocó en un tubo 
estlrril con •.1m1 de "'9d1o L liquido. Se homogen1z¿ cuidadosamen­
te y se pas6 al 19atroz nefelc.6trtco con el cultivo yo crecido. 
Lo mezclo ae incub6 a 37-C en agitación durante 4 horas y al 
cabo de este ti-.pa se centrifugó el cult1vo a 5111 rpm durante 
15 minutos o 4•c y se colectó el sobrenadante al que se le ofta­
d1eran unoa gotas de cloroforwo. Se r"eal:1zó la tttulacio!in del 
11sodo anterior ver1 ficando previamente lo ousencio de bacterias. 

lt. - Propagoci6n de loa Bocter16fagos 
en medio L liquido. 

Se h1zo un cult1vo de toda lo noche de la cepa indicadaro. 
Se colocaron l.2ml del cultivo y 111ml de medio L liquido en un 
matraz nef'e1a.lltrico -t•rtl, se incub6 o 37-C en un baño con 
agitocU.n hasta obtener una lectura de 78 UK. Se inocuH1 este 
cultivo con una MUL TIPLICIDAO DE INFECCION (moi) adecuado y 
nuevamente se incubó o 37-C con ogitoci6n durante 4 horas. Se 
agregaron l.1ml de cloroformo y se ogitü vigorosamente, se voc:ló 
en un tubo de centrJ.fuga eat8r11 y se centrifugó 15 minutos o 
5111 rprn. El sobrenadonte se paag o un tubo de tap6n de rosca 
est&ril, se ogreg6 un poco de clorofonno y posteriormente se 
titulO el lisado obten:ldo. 

!5. - Propagoci6n de loa Bacteri6fo9o• 
en medio L llquido para obtener 

mayores vol6menes de lisodo. 

Se hizo un cultivO de toda la noche de la cepo indicadoro. se 
auspendterón f.2111 del c1.1lt1vo y 1,_l de •dio L en un matraz: 
nefeloMtrtco est&ril, se incubó a 37-C en un bofto con ogitoci6n 
hasta obtener una lectura de 111 UK. El cultivo •e diluy6 1" 
veces can .-dio L lJ.quido. Se inoculO con el fago o uno (mo1) 
adecuado y se incubl!.f o 37 •e con ag1toci.!on durante 3 a 4 horas. 
se agregaron 1 .1 "'l de clorof'anao por cado 1 .. 1 de soluci6n, 
og1tanda vigorosa.ente, se vaci6 a un tubo de centrltuga est&r:ll 
y •e centrtfugb 15 •1nutoa o s•ll rpm. E1 sobrenodonte se pos6 
o un tubo d9 tapbn de rosca estOril y ae agregó cloroformo, 
po•terionnente ae tituló el liaodo obtenido. 
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6. - ConcentracH'" d• Boct•riQfagos 
utilizando polietilenglicol 

81tl (PEO). 

Al 11.sado fQgico se le oi'ladieron ONAsa y ·RNAso pancre&ticas a 
una concentración de 1)..19/ml y se dejó incubar por. una hora a 4oc. 
La suspesiün obtenido se centrifugo a 51118 rpm durante 15 n1inutos 
a 4•c. se agregó al lisado f.!igico lo cantidad adecuada de PEG 
(W/V) se ogitü vtgorozomente hasta disolver el PEG totalrnento, 
dejóndase reposar una hora o 4•c y posteri.ormente se pasó o un 
tubo de centrlfuga est8ril, contri.fugado a 91!11!11!1 rpm por 2"min. a 
4-C, se colect.!o el sobrenadante y el sedim1emto se resuspendió on 
medio TE. Cuando la suspensi.ón de fagos estaba muy turbio se le 
agregaba un volumen 1.guol de cloroformo, se mezclaba perfecta­
mente, se centrifugaba a 11!11!10 rpm durante 15 min., con lo cual 
se formaba un preci.pitodo blanco en la interfase, finalmente se 
separaba cuidadosamente lo fe1se acuoso donde se localizobon los 
bocteriüfagos (29). 

7.- Purifi.cociün de los Bacteriófagos 
en gradientes de CsCl. 

Los bacteri.!ofogos concentrados se mezclaron con CsCl en 
concentroc1.ón adecuado para cada bactoriüfago, se colocaron en 
tubos de acetato de celulosa con una capacidad de 13.5ml, que so 
tararon perfectamente, se centrifugaron a 69,l!ll!I~ rpm 14hrs, o una 
temperatura do 17-C en una contrlfuga BecKmon equipada con el 
rotor 89-Ti. Una voz terminado el tiempo do centrifugación la 
bando en la que se locali.zaban los fagos so colecto con una 
jeri.ngo. 

8.- Eliminacio!in dol CsCl de los Bacterio!ifagos 
con PBS tipo B 

Las fracc1ones con los fagos purificados, se dializaron con­
tra una solucto!.on de PBS para eliminar todo el CsCl, se hic1.oron 4 
cambios de POS cado 4 horas, ocupando un volumen de 759 ml en 
cado ocosi.ün. 

32 



E.- Cultivo• celulares 

1. - OescongelaciO:.n de Col.lulas. 

Fue necesario en primer lugar descongelar las colrlulos 
yo que &stas se mantenlan en un tanque de n1trl!igeno a -196 oc, 
En un vaeo de precipitados que contenla agua a 37 oc, se 
colocaron las CJMpDlletos extraldos del tanque de nttrVgeno, man­
teniol.ndoee ahl por algunos minutos hasta que se observV que la 
suspensión celular congelado se habla despegado de los paredes de 
lo ampolleta, posteriormente &stas se desinfectaron perfectamen­
te empleando alcohol al 7H, una vez que el alcohol se e vapor.!., 
se vació el contenido de coda ampolleta en botellas de 2Scnf, que 
contentan 2cnf de medio 199 de crecimiento con ie• de ST, se 
incubar.:.n por 1 ... in. y despuOs se agregarl.tn 2ml del mismo medio, 
pasado& 18min. •• agregaron 11ml n:as de Medio y ea tncubll 24hrs 
a 37-C en una at~sf•ra de CD¿ al s•. 

Paaadas las 24 hrs se cambió el medio, rettro!.ndolo por la 
parte opuesta a la monocapa y se agregaron 19Ml de medio de 
crecimiento al 111• de ST fresco y se incubó a 37-C hasta que 
obtuvo una manocapa confluente. 

2.- Subcul.tivo de ColJlulos. 

cuando uno botella presentaba 111111• de confluencia era necesa­
rio que se realizara un pose para evi ter que los c.!ilulas degene­
raran, poro esto se realizó el siguiente procedimiento: 

Se elimtnó el medio da crecimiento por el lado opuesto a lo 
monocapa. s• deJ.!.o actuar la soluc1~n de trtpsina-verseno qua 
adiciono (l.2ml) hasta que se comenzV a dhgregar- la manocapa. 
eate .mofll9nta se le dieran unos 11goros golpes c:on }Qs palmas de 
las manos tQdlClnda lo botella en posic16n horizontal, ponnitiendo 
el desprendt•l•nta de todas los c•lulaa. •• ad1c1onor.!.on 6ml de 
Med10 199 de crecimiento al is;:, homogentzando la suspen~iQR 

perfectamente por"" pipeteo. 

Dependiendo del no!.mero de botellas que se iban a ut1lizar era 
la relac16n ele pose 4Jmpleada. Lo auapenc16n celular se diatribuyb 
en todoG las botellas en vol6"'8n•• tguolea que se acompletabon a 
9.S-1 con fllltdlo 199 de crecl•ienta al 5;: y posteriormente se 
1ncub.!.o a 57-C en at..W..sfera de CO.t, al s•. 



3. - Preparacllm de "'icroplacaa. 

Loa c•lulas trlp•tnisadaa de la .:1n•ra ya cMiscrit.a ae reaua­
pendter"on en Sfnl de medio 199 1111• crecimiento a1 51' y •e homogen1-. 
zaron perfectamente (alrededor cie 3f pipeteados). se determinó el 
n~mero de ciblulas por m111litro colocando una muestra de lo 
suapeOsiQn en una c&mora de Neubawer, usando el cuadriculado de 
los leucocitos paro el cante.:. de los Cblulos. 

Lo suspensión se ajustó o sa, fll c.!tlulas por mililitro y 
agregaron o cada pozo de la microploco 1. ISml de esto suapensión 
y l. 1ml de "'8dio 199 de crecimiento al s•. Estos cultivos se 
emplearon poro determinar el efecto de los fagos; las microplacas 
se incubaron a 37-C en una otmQsfero de CD.rol s•. 

Los posos anteriores se realizaron poro al cultivo de los 
lineas celularea, en el coso de lo cepo celular se empleó el 
medio JllllEM al 111' de ST y para la lineo RO el medio Leiboviz. al 
3ff de ST. 

4. - In(ec!=H'" de las rntcroplocos con los Bactert¿fog~s. 

Se prepor"aron los 111icroplacos de lo manera ya deacri to y ae 
incubaron 48hra, transcurrido este tiempo se eliminó el medio y 
se agregaron 11.ISml de una suspensión fógico a una concentración 
conocido (la diluc1¿n se preparó utilizando medio de mantenimien­
to), deapuilta ae agregaron 8. 1rnl de medio de nmntentmlento a cada 
pozo y ae incubb por 12 dlos paro ver el efecto!o. 

5. - Congelaci¿.n de Cblulaa. 

A loa botella• con crecimiento celular confluente se les 
elt•tnl.io el ..ello de cr9C1miento por •l lado opueato a la 01Dnoca­
pa celular, se disgregan los cblula• del cultivo adicionando 3ml 
de uno mezcla de tripstna-veraeno que se dejó actua de 5 a 11 
segunda•., en seguida se eltmtn.!. la trtpatna por el lado opuesto 
a la copa celular y ae golpeo la botella para que •• desprendie­
ran las ciltlulas da la superficie, se ad1c1anaron 2ml de flll-199 al 
1ff de ST. . 

Lo auspenct6n celular se centrifugo a i••• rpm durante 
11fmin.. luego se resuspendió 01 paquete celular en 1.Sml del 
medio empleado en el crecimiento celular, se enfrió o 4•c duran­
te 11m1n., se agregaron 15.2ml DMSO, se mezcló' y loa tubos se 
taparon r6pidamonto. Los tubos se rotularon, se congelaron o-78-C 
en congelador REYCO y posteriormente ( 4-5 dlos deapuhs) 
pasaron o un congelador de nttrbgeno llquida o -196-C. 
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VII.- RESULTADOS 

A.- CARACTERIZACION DE LOS BACTERIOFAGOS. 

1 .- Titulaci.!..n de los fagos en estudio. 

Los bacterilof'agas empleados en este trabajo. los cuales ha­
bian sido aislados de sueros bovinos en un trabaJlo anterior 
realizado por Romo, f'ueron proporcionados por el laboratorio de 
Gen.i.tica Microbiana dol Oeportetnento de Microbiologlo de lo ENCB. 
(B). 

En primer lugar se realizlo la titulaci.!..n de los lisados 
f~gicos por lo to!rcnica ya descr"ita y se observo la morfologlo de 
las placas llticas. Los resultados obtenidos se presentan en la 
tabla No. 1 

Como puede observarse los fagos son ba-.tante estables en la 
solucilon que se encontraban (Regulador de fosfatos.), yo que al 
titularlos se observo que sus concentrac1anas eran lo suficien­
temente altas para realizar su pr"opogaci.?.n en volllmenes mayores. 
Cabe senalar que la morf'ologlo de placa de cada uno de los fagos 
es igual a la informado onterionnenta por Romo (23) y Martlnez 
(17). 

2. - Propagaci¿n de Bacteriüfagos. 

Dada que en trabajos anteriores se estableci.!.. que la mul ti­
Plictdad da infecct¿n (moi) de los fagos para lo intecci¿n de las 
celulo• eucoriloticoa ea alto, se procedi¿ a propagar cado uno de 
lo• fagos para obtener lisados can concentraciones mas altas. 
Durante la propagac16n es necesario agregar uno cantidad adecuada 
de fagos por ciblulo& (moi), como esta concentración estaba esta­
blecida ( 17) se tornaron esos datos y se procedi6 ha hacer lo 
propagac1¿n d• acuerdo a la -todologla qua se deacrtb16 en 
Material y Mtodoa. Una vez: obtenidos vol6menes de Slfml con 
tttuloa de 8.sx1•"' para el fago 2, 2.sx1•'° paro el fago 9 y 
1 .4X1•"º para el fago 11 se procedil!I o concentrar, purificar y 
titular los ltaodos. 

3.- Pur1ticoci6n de loa lisadoa fógicoa. 

a.-eoncentroc16n de Bacteriófagos por T"1cn1co de PEG. 

Con objeto de tener los bacteri6fagos en vo1úmenea pequeftos 
para su posterior puriftcoctoln se procedió a concentrarlos em­
pleando poliott1engl1col. La concentraci6n de PEG s••• ut111zado 
para la recuperación de los fagos fue de i2• para el bacte 



TABLA No.1 

Titulas y morf'olog1o de lo placo de los lisodos f'Ug1cos 
originales. 

BACTERIOFAGO 

9 

,, 

TITULO UFP/ml 

4.3X1t 

3.89X11 

9 
9.1X1" 

UFP. - unldod formadora de placas • 

•• 

MORFOLOGIA DE PLACA 

Turbio de borde continuo 
y un d1Umetro de 4rmi. 

Cloro, con un halo de h1-
dr.!.11s1s de 2-3mn y un 
diUmetro total de 4-7mn. 

Transparentes de bordes con­
tinuos con un dii!.metro 
de 1-2nm. 



r16fago 2 y de 14• por-o loa fagos 9 y 11, estos datos fuer-on 
tomados del tr-aboJo de fllar-tlnez e 17). 

b.- Ultracentr-1fugaciün en gr"adientes de CsCl. 

Par-o real1zor" la pur-i ficación de los lisodos se emplei!i lo 
thcnico de centr-1 fugaciün en gr-adientes de esca, La densidad y 
molar1dad de las soluciones de CsCl ut1lizandas se muestran en la 
tabla No.2 . Uno vez pr-oparadas las soluciones se agreg6 el fago 
y se pr-ocod1o a centr-ifugar- empleando las condiciones descr-itas 
en rnater-iol y mCtodos. Oospuos de la centr-1fugac1ün no fue nece­
sar-io r-ealizar un froccionomiento del gradiente por-que se obser­
vaba perfectamente un pequeno halo blanco formando por" los bacte­
r16fagos en una deter-minoda r-egio!in dol gr-adiento: est6 fracc16n 
so extr-aJo con uno jeringa y se detenn1n6 posteriormente el 
lndice de refracción y la densidad equivalente utilizando las 
tablas de Saber (26). De esto manero se detenn1n6 la densidad de 
flotación de cada fago. Los datos obtenidos se muestran en la 
tabla No.3. 

Las fraccione• con los fagos purificado• se dializar-on en uno 
soluci6n de PBS para eliminar- el CsCl: para ello fue necesario 
hacer 4 cambios de PBS cada 4hr-s. con un volumen de 75lml codo 

Oeapuos de dializar, los lisados se colectaron can suma 
cuidado y se filtraron can objeto de eliminar cualquier contami­
nante, empleando membranas millipore con poro de 1.45 u. Poste­
riormente se comprobó la esterilidad de coda lisado mediante 
siembra en medio rico y se detenn1n6 el ti tul o de coda uno de 
ellos. Los dotas obtenidos se muestran en lo tablo No.4. 

B.-EFECTO BIOLOGICO PRODUCIDO POR BACTERIOFAGOS 

Estudios realizados anteriormente por Romo (23) y posterior­
mente comprobados por Martlnez (17) demoatrar6n que loa bacte­
rlófagoa atalodoa a partir de sueros bovinos, tienen la capacidad 
de pr-oducir efecto citopl!.tico en c1Uulas eucar16ttcaa. En estos 
trabajos se utilizarVn dos lineas celulares (Hep-2 y Vero) y una 
cepa celular (WI-~8), en el presente tr-abaJo se aumenti!. en 3 el 
niliomero de lineas celulares y en uno el de cepaa celulares, para 
observar el efecto Ci top.!itico en un mayor n~ro de cOlulas 
eucari6ttcaa de diferente or-tgen y trotar de determinar si hoy 
alguna espec i fic1dad de los bacterHofagos . 
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TABLA No. 2 

Caractor!attcoa de las soluciones de CsCl utilizadas para la 
purif1cac1l.in de codo bacteriófago. 

BACTERIOFAGO lllJLARIDAD DENSIDAD ( g/ml) 

3.92 , .4915 

9 4.lfl i .sse 

11 4.96 , .629 
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TA.OLA Nc:).3 

COroc~erlst.tco• f'1•1COQU1"1lcoa de loa f'Qgos eo eat.ud10. 

8ACTEIUOFAGO INDICE OE RtFRACCION • DENSIDAD DE t='LOTAClON 

2 1.3858 1,53181 

1.3$55 1.5275$ 

11 1.3865 

• SOluc1~n f'&glco purlf'lcadQ. 
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TABLA No.4 

Concentracio!.n de las suspensiones f~gicas. purificadas: 

BACTERIOFAGO 

2 

11 

• UFP uni.dad forMOdoras de placas. 

TITULO ( UFP /ml) • 

,, 
1.X1" 

11 
1.3X1e 

,, 
3.3X1f 



1. - Efecto de los fagoa en estudi.o sobro la linea celular Vero. 

En primer lugar •• verificó la euaceptibilidad de la linea 
celular (Vero) al ataque de los fagos, la inoculación de to lineo 
celular •• realizó con lo (111e>i) mlnima neceaaria para producir el 
efecto, que es de 12.4 para et fago 2, 62 paro el fago 9 y 241 
para el fago 11, (17). 

Los microplacas se prepararon como se indico en lo sección de 
Material y l'l'lbtodos, se dejaron crecer las co!rlulas hasta obtener 
un 37" de confluencia, se eliminó el medio de crecimiento y 
poateriannente se inocularon 12 pozos por fago; despues de la 
infección se agregó medio de mantenimiento, el testigo negativa 
empleado fueron co!rlulos sin infectar o los cuales se les agregó 
tOlllbi6n medio de mantenimiento, se utilizaron 36 pozo como teati­
goa negativas, El testigo positivo empleado fue al virus de la 
poliomelitis tipo I,que se empleb a una (moi) adecuada, en este 
caso se utilizaron 24 pozos. Los resul todos obtenidos. se muestran 
en la tablo No. 5 

COMO puede observarse los bacteriófagos producen ef"ecto cito­
p~tico sobre los c61ulas vero o lo (moi) anteriormente informado. 
Los cambios observados en las c,f,lulas fueron la condenzación del 
nii\clea hasta observarse negro (picnoais), lo lisis celular que se 
presentaba al quinto dlo y que no se confundió con la degenera­
ción natural que se presentaba al octavo dlo. Los observaciones 
se realizaban por doce dios porque en este tiempo se degeneran 
las c6lulas no infectadas en medio de mantenimiento. 

Este resultado nos permitió proceder a probar si el efecto 
citopAtico tOlllb16n •• obtenla en otros lineas y cepa& celulares. 

Las linea• celular•• 91111Pleodas fueron H•p-2c. Hala, RO y una 
cepa celular fllRC-5, el origen y caroctertsticaa de cada tipo 
celular ~ueron 1Mtncionadas con anterioridad. 

2. - Estudio del efecto de loa "fagos sobre la linea Hep-2c 

Se conoce que Hep-2c es una clona de la lineo celular Hep-2 
(ai•lada en lo universidad de Cincinatti); con datos inf'orMOdas 
por fllartlnez (17) y suponiendo que lo susceptibilidad de Hep-2c 
era st.111ilar a la de la lineo que le dió origen, se infectaron los 
cu1tivo• de Hep-2c con moi ligeramente mayores y menores a las 
reportados poro Hep-2 . Los resutados obtenidos ae muestran en la 
tabla No. 6. El n6tnero de paz.as empleados poro cado deterrn1na­
c1'6n fue de 12. 
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TABLA No. 5 

Efectos de loa bacteriófagos en estudio sobre cOlulas Vero. 

BACTERIOF AOO moi EFECTOS CITOPATICOS 
(DIAS OESPUES DE LA INFECCION) 

1 2 3 4 s s 7 e s ,., ,, i2 

2 12 .... 

9 62.1 

11 24• 

Virus de polic:Mlielitia • 

Teatiga de e.r.lulaa •• - - - - - - - - (+)(+) (+) (+) 

• Testigo poa:i tivo 

•• Teatigo negottVo 

(+) Oegenerac:1lln natural de las cHulas. 
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TABLA No.6 

Efecto de loa bacteri6fagos 2, 9 v 11 sobre la linea celular 
Hap-2c 

BACTERIOF AGO moi EFECTOS CITOPATICO 
(DIA DESPUES DE LA INFECCION) 

1 2 • 4 5 • 7 .ª • 11 11 12 

e - - - - - - (+)(+)(+) (+) (+) (+) 
1• - (+)(+)(+) (+) (+) (+) 
15 - (+)(+)(+) (+) (+) (+) 
21 - (+)(+)(+) (+) (+) (+)" 
49 + + + + 

48 - (+)(+)(+) (+) (+) (+) 

•• - (+)(+)(+) (+) (+) (+) .... 7 • - - - - - - (+)(+)(+) (+) (+) (+) 
81 

1s• - - - - - - (+)(+)(+) (+) (+) (+) 
171 - (+)(+)(+) (+) (+) (+) 

11 ••• - + + + + + + + 
251 - - - + + + + + + + 

Virus d& 
poliorn1elit1• • - - + + + + + + + 

T••t1go de 
c•lula• •• - - - - - - (+)(+)(+) (+) (+) (+) 

• T••tiga positivo 

•• Testigo negativo 

(+) d•generac16n natural de loa c•lulas. 
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La euecept1b111dad de la linea celular Hep-2c ea RWJ.yor que la 
de Hep-2 para loa bact:9ri6f'agoa 2 v lt. V menor para el fago 11 . 
En al co•o de H•p-2 loe (mol) mlnimos poro producir efecto cito­
~tico fueran 92, 88 v 91 poro los fagos 2, 9 v 11 respectivamen­
te (14). loe cambios observados en los cultivos fueron lo preson­
cta de ptcnoaia V liala celular, otra observactltn fuO que la 
degeneración natural de las c&lulos ocurre en menos tiempo que en 
lo linea celular ttes>-2. 

3 .-Erecto de los f'ogoa en estudio sobre lo linea celular Hala 

Como ae deseonoclan loa (moi) para producir el efecto 
citop&ttco se el:lgieron 4 mol diferentes para realizar las 
pruebas, boaondoae en los datos que se hablan obtenido con las 
otras lineo• celulares, las cuales fuerün 58. 1•1. 158 v 288. Se 
ut111z6 un n4-ro de 12 pozos para probar coda (moi) v paro coda 
f"ogo, en el coso del testigo positivo v el testigo negativo fue 
1.guol al anterior.se e.pl.eorón 24 pozos. Los resultados obtenidos 
en la infecci6n de la linea celular HeLo, se muestra en lo tablo 
No 7. 

Como puede observarse el ef'ecto cttop.!.ttco se produjo con una 
(moi) de 21• para el fago 2; en ol coso de los fagos 9 y 11 la 
('901) mlntma fue dai 15• v el tiempo poro que ee 1niciaro el 
efecto c1topi!atico en loa tres cosos fue de 4 dlaa. 

4.- Estudio del efecto de los fagos sobre la linea celular RO 

Con respecto a .. ta linea celular los (moi) empleados fueran 
de 51. 1H, 151i r 2H yo que no •• tenia reportada lo (moi) 
•J.ntMa, •• inocularon 12 pozos para cado (mot) v pora codo fago, 
ae tomaron 2lt pozo• para el teattgo negativo y 12 para el testigo 
poa1ttvo; lo• obaervactones se realizaron diariamente hosta 
cumplir 12 dloa que .. cuando loa c•luloa degeneran por naturale­
za. Los resultados Obtenidos se presentan en lo tabla No e. Los 
resultados ""°str"Odoa tndtcan que la moi para producir el efecto 
el topi!.ttco fue de s• paro los fagos 2 y 11, v poro el fago 9 se 
requtr16 una (moi) de 2ff. En el caso del fago 2, so consideró la 
(mol) de 51!1 como la •1nilm tnfecctün·parque a1·1to. dio ya se veta 
el efecto aunque ••t.e era n:1s evidente con lo ("901) de 151. 

En el casa del fago 9 se conatder¿ la (11101) de 211 por 
presentarse el erecto cttop~tico al 4o. dla a diferencio de las 
.01 menores con loa q&.- el efecto se preaent¿ bien marcado hasta 
el 60, dlo. 
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TABLA No. 7 

Efecto de loa f'ogoa 2, 9 y 11 •obre la linea celulal"' tMLa. 

BACTERIOFAGO -· EFECTO CITOPATICO 
(DIAS DESPUES DE LA INFECCION) 

1 2 3 • 5 6 7 a 9 11 11 12 

59 - - - - (+)(+) (+) (+) (+) 
2 1H - (+)(+) (+) (+) (+) 

159 - (+)(+) (+) (+) (+) 
2H 

•• - (+)(+) (+) (+) (+) 

• ... - (+)(+) (+) (+) (+) ... - - - + + + 

2H + + + 

•• - (+)(+) (+) (+) (+) 
11 , .. - (+)(+) (+) (+) (+) , .. + + . 

,.,,.. 
Ytrua de 
poUa.leUtla . + + + + + 

Te•tlgo de 
c6lula• .. - - - - - - - (+)(+) (+) (+) (+) 

• Testigo poaltlvo 

•• Teattoo n~vo 

( +) Degeneractl.on notul"'al de las c"5rlulas . 
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TABLA No. 8 

Efectos de loa 9acter10fagos 2 9 y 11 sobre la linea celular RO. 

BACTERIOFAGO ""'' 
51 

111 
2 , .. 

2fl 

51 

,.. 
9 

151 

211 

51 , .. ,, , .. 
211 

v1rua de 
pol1CM1el1t1a • 

Testigo de 
c6lulaa•• 

• Testigo poaltlvo 

•• Testigo negativo 

EFECTO CITOPATICO 
(DIAS OESPUES DE LA INFECCION) 

, 2 3 4 5 6 7 8 9 111 , 1 12 

- + + + 

+ + + 

+ + 
+ + 

+ + 
+ + + + 

- + + + + 
- + 

--++++++++ 

- - - - - - - (+)(+)(+) (+) (+) 

( +) Oegeneraci~n natural de loa ch lulas 
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En el coao de ••ta linea el efecto el toptltico obaet'"vado fuO 
RNY dif•r"ente al pr"oducldo en laa lineas celulares Hep-Zc. Val'"o y 
HttLo; ya q.,. el n6cleo. eufru. picnoal• .uy ait11ilor" o la produc:l.dca 
por el.Virus d• la poliOll'lilitia pero desde el"º· dla ee obeervb 
uno vacuolizacibn muy marcada que no fub observado en las otras 
lineas y finalmente se produjo:. lisia celular. 

5.- Estudio del efecto de los bacteribfagoe sobre la cepa celular 
NIC -5 

La cepa se crecu .. en una microplaco hasta obtener un 75• de 
confluencia. aa inocularon 24 pozos para cada fago a diferente& 
(mol) d• infttec16n 51. 111. 151 y 211 y ee lea egregb medio de 
mantenimiento; se incubaron 24 pozos para el te•tig.!i negativo y 
12 pozos poro el testigo positivo. Las observaciones se 
r-ealizoron diari~nte. Los resultados obtenidos se muestran en 
la tablo No 9. 

Como puede observorae los bacteriófagos a las (mol) provados 
no producen efecto cltopgt1co, tombibn es importante hacer notar 
que lO degeneraci.!in natural del tejido es 196• tardia en 
CQlllParacibn con las lineas celulares eatudladas. 

En la tabla No 11 se resumen los resultados obtenidos y se 
incluyen loe obtenidos por Martlnaz ( 17) con objeto de 
caapor"arlos. 

COlftO puede obaervorse en la tablo No 111 lo linea celular rn&s 
auaceptible o las fagos 2 y 9 fue Vero y paro el fago 11 la lineo 
celular &e euaceptlble fue RD con uno (119io1) d• 51: al efecto 
el topOtlco ea presento entre •l 1+0 y 5o dlo d•epu•• de lo infec­
clMt; tc.tbi.Trn puodo observarae que las lineas celular•• son 
auaceptlblea al ataque de loa fagoa, esti6 no aucede en ol caso de 
loa cepos donde el efecto cit.oplltlco no aa preaent.a. 

C,- MULTIPLICACION DE LOS 8ACTERIOFAGOS 
EN CELULAS EUCARIOTICAS 

Por lllti.19C> ae determinl.o •1 el efecto citop6tico ero producido 
por la propagación de los fagos dentro de las c6luloa 
eucarbt:lcaa. El estudio se reolizó en los lineas celulares Hep-
2c, HeLa y RO, aei como lo cepo MRC-5 de lo siguiente manera. 
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TABLA No. 9 

Ef9Cto de lo• bacteriófago• 2 , 9 v 11 aobre lo cepa celular 
l'llRC-5 

DACTERIOFAGOS ... 1 EFECTOS CITOPATICO 
(DIAS DESPUES DE LA INFECCION) 

2 3 4 5 6 7 a 9 ,. ,, 
•• - - - (+)(+) (+) 

••• - - (+)(+) (+) 

••• - - (+)(+) (+) 
2H - (+)(+) (+) 

•• - (+)(+) (+) , .. - (+)(+) (+) , .. - (+)(+) (+) ... - (+)(+) (+) 

•• - (+)(+) (+) , .. - (+)(>) (+) 
11 , .. - - - (+)(+) (+) ... - (+)(+) (+) 

Viru• de la 
poliClll'lieliti• • - + +· + + + + + + 

Teatigo de 
cWlulaa •• - - - - - - - + + 

• Teatigo positivo 

•• Teati.go n9g0ti va 

e+) Degeneracliln natural de la• c•lulas. 

12 
(+) 
(+) 
(+)" 
(+) 

(+) 
(+) 
(+) 
(+) 

(+) 
(+) 
(+) 
(+) 
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TABLA.No. ,. 
Cuadro comparativo del efecto de bacter16fagos aobre c•lula• 
eucar16t1caa 

TIPO EFECTOS DE LOS FAGOS 
CELULAR 

BACTERIOFAGOS 2 BACTERIOFAGOS 9 BACTERIOFAGOS 11 

LINEAS mot• EC DIA mol• EC DlA ..... EC DlA 
(UFP/ml) (UFP/ml) (UFP/ml) 

Vero•• 12.4 62 5 241 

Hep-2•• 92 5 ea 5 •• 
Hep-2c 41 4 •• 4 2H 

He La ... 151 5 151 

AD •• 4 2H 4 •• 
CEPA 
WI-58•• 

,.. ,., ,.. 
•C-5 • 2•• ••• ... 

La d~•rac1Qn ·natural de los c11r.tulas •• inici.¿ ol octavo 
dla en todos las casos. 

• .oi..-flllulti.pli.cidad de 1nfecc16n necesario para producir 
el efecto citoplltico. 

•• Datos reportados por flllartlnez. 

E. c •• -Efecto cltopQtico. 
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Una botella que contenia loa c•lulaa se tripsinizü v se agitü 
a lo concentraciün de 51 111 ci&lulae/ml, se sembraron ". "5ml de 
eato auapetic:lón po,. pozo, en una 11ticroploca y •• incub¿ hasta 
obtener un 7'1• de confluencia, ae inoculü coda paza con loa (moi) 
adecuados para producir el efecto' citopQtico, determinadas en el 
experimento anterior, lo m1croplaca se incubo a 37 oc durante 12 
dlaa en atmoa<f"era parcial de CD.t ¡ a loa tiempos 5, 8 v 12 dlas, 
se tomaron loa aobrenodantes de 6 pozos por f'ogo y se efectuo!i lo 
t1tuloc1.:.n de los f'agos. Los tiempos se eligieron tomando en 
cuenta el dla en el que ae inicia el efecto et top.:Otico, el dJ.a 
en el que 111111>1eza la deatrucc16n natural de la monocopa y el dlo 
en el que destrucción es total. Los resul todas obtenidos se 
presentan en loa tablas No 11 (Hep-2c), No 12 (Hala) v No 13 (RO). 

COlftO lo cepo celular na preaent6 efecto et top6tico a la largo 
del expe,.iMent6 ae ti tul aron loa sobrenadan tes de los moi SI V 

211 del 120, dla. Loa resultados ae muestran en la tabla No 14. 

COll'IO puede obaervorse en las tabla 11, 12 V 13; hay 
di.,..1nución gradual de loa titulo• f&gicoa conforme transcurre el 
tie.npo de incubación. Con respecto a la tabla No 14 se observó 
que en la cepo celula,. talllbUrn hay uno diaminuci.:On de loa tituloa 
con ,.aspecto al tiempo de tncubaciOn, aunque na se presentU el 
efecto c1 topUt:lco. 
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TA8LA No, 11 

Determlnaclt.n de la capacidad de fM.11 tlpllcoclün de loa fagos en 
e•tudlo sabr"e la• cohlulaa Hep-2c 

TIEMPO DE INCUBACION 
BACTERIOFAGOS INOCULO 5d1as Sdiaa 12d1as• 

uf'p/ml ufp/ml EC ufp/ml EC ufp/ml EC 

6 5 5 • 
8.9X1f 1.sx1• 1.2x1t 1.2x1• 

• 5 5 5 
5. 3X1f 2.sx11 2.sx1• 1.1X11 

• 2 2 2 ,, s.1+x1• 1.6)(1f 1.6X11 1.2x1• 

E.C.-•fecto cit.op.:ltlca 

• El ... d• lo .onocapa esta deatruldo. 
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TABLA No. 12 

Oatenn1nocHm de lo capacidad de mult1pl1cac1Vn de los fagos 
en estudio sobr"e lo linea celular Helo. 

TIEMPO DE INCUBACION 

BA.CTERIO- e 12 
FAOOS INOCULO DIAS EC DIAS EC OIAS• ·Ec 

ufp/1111 ut'p/ml ufp/ml ufp/ml 

7 5 5 
2 1. 3Xt• 8.3X1f 3.8X111 3.IX11 

• 5 5 3 
4.7Xt• 6.1X1f 3.1X1f 3.IX11 

3 2 2 1 

11 2.tx1• 2.IX1f 2.•x1• 2X11 

E. e. Efecto c1 topQttco 

• El 9H de la rnonocopa esto deatrulda 
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TABLA No. 15 

Detenn1nac16n de la capacidad de multiplicación de los f'agos 
en estudio sobre la l.inea celular RO 

TIEMPO DE INCUBACION 
BACTERIO- e 12 
FAGO INOCULO DIAS EC DIAS EC DIAS• EC 

ufp/ml ufp/ml ufp/ml uf'p/ml 

7 5 5 • 
i. sx1• 8.3X1• 3.BX11 5.IX11 

• 5 5 • 4.7X11 6. ,,,,. 5. 1X11 3.IX11 

• 2 2 , 
11 2.1x11 2.IX11 2.IX11 ,.,. 
E.e. Ef.cto c1topllt1co 

• El 9H de la monocopo eata deatrulda 



TABLA No. 14 

Detarm1noc1.!.n de la capacidad de multiplicacil!ln de las fagos 
en eatud1o sobre la cepo celular"' l'IRC-5 

TIEri.pQ DE INCUBACION 

BACTERIOFAGOS mot TITULO INICIAL• 12 DIAS E.e. 
TITULO• 

5 

•• 1.1><1" 1.6)(18 

2 7 5 
211 1.7)(1111 B.5><111 

6 4 
51 3. 7)(11 3.1><1111 

9 
6 

2H 5.8)(11 2.7)(11 

3 2 
59 6.111><111 7.8)(1" 

11 4 2 
219 1 .9)(18 s.ex111 

E.e. Efecto citopótico 

UFP'/ml 
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VIII.- DISCUSION 

Podemos cons1derar que las condiciones de olmacenamiento 
empleados son las adecuados para lo conservación de los fagos yo 
que loe titulo• se montuv1eron constantes durante dos onoa. 
Este comportorniento puede atribuirse o lo gran estabilidad de la 
estructura prot..,ica de la cópside, 

Los datos presentados en los tablas 6, 7 y B, 1ndicon que los 
lineas celulares son susceptibles al ataque por bocteri.!ifogos. 

En el sistema fago-bacteria y en general en el sistema 
Virua-c•lula eucart.!itica, el primer requerlmiento poro que la 
1nfecctiln viral se pre•ento, es la tnteraccH.on entre un receptor 
celular y su contrareceptor viral. Se conoce poro el caso de 
bocter1Qfagos y ese vtrua que lo• receptores celulares pueden aer 
de naturaleza poliaaci!.rida o protelca. Por otro lado lo membrana 
de la cOlula eucarit.ttco esti!. conatituida en su coro externo por 
proteinoe y gltcoproteinas. Las situaciones anteriores y los 
resultados obtenidos 9f1 este trabajo noa pen111ten sugerir la 
exi•tencta en la• cblulas eucorióticaa de receptores poro los 
fagos que •• estudioron. 

Aunque los diferentes lineas celulares probados son sens1-
bl•• o los tres fagos, la -..ltiplicidad de 1nfecc1lm (moi) 
mlnii.o que produce el efecto es diferente para cada fago; esto 
nos llevo o suponer que los receptores son especlficoa paro coda 
fago y quizo que su n&mero es diferente. Lo interacci.!in entre el 
receptor de la cblulo y el contrareceptor viral es un fen6meno 
que no es catolizado enzt~t1Clm9nte, se presenta por choques 
al azor entre el Virus y la cblula hasta que la tnterocct.!.on 
especlfica receptor-controreceptor se lleva o cabo. Es claro qua 
en cuanto mayor es el nl.imero de elementos que chocan lo 1nfec­
cibn esp.clfica se presenta con mayor f'octltdad. En el co•o de 
bocteribfagos •e ho establecido que mult1p11ctdodea de 1nfecc1.!.on 
tan bajos e~ e.t1 pueden.permitir esto unión especifico 
porque en lo c.r.1ulos bacterianos existen un gran namoro de recep­
tores para coda fago; en el coso de virus onif90lee lo dosis 
infectlvo poro cultivo de tejida• al 5 ... (DICT 5ff) es de 1e• 
18' de cada tipo poro polio. 

En nuestro coso como puede observarse en lo• resultados 
obtenidos ( tablas 6 • 7 y 8 ) lo• (mol) necesarios poro 
obtener el efecto cttopt.itico "orlan para coda fago y coda lineo 
celular. El n6-ro de col:ilulas en todos los experi.-ntos es el 
miSIM>, e• decir. uno de los •l-nto• que puecten interocc1onor 
(receptor celular) es constante y od~s e•tl!a fijo. s1n embargo 
el otro elerMnto de choque (contrareceptor f.:,gtco) varla. osl 
en el ca•o de las c.trlulas RO la contidod de fago 9 necesario paro 
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que •l efecto •• pr-•••nte ••to entr-e 151 v 211. lo cual nos 
penttitir-ia .sugerir- que el nómer-o de receptores especlficos por-a 
el fago 9 en estos celulas es bajo, en tanto que en el coso de 
loa togoa 2 V 11 el nllmero de receptores e• mayor ya que requie­
ren de uno (rna1) de 51,eate mismo comportamiento puede sugerirse 
para laa otras linea• celulares empleadas.En reloc1.!.n a lo ospe­
cif"icidod de los receptores consideramos que puedo existir, 
nuevamente tomondo en cuento las (mol) de cada f"ogo poro producir 
el efecto en uno linao celular dada, si no hubiese especificidad 
la (moi) tendrla que aer lo misma para loa dif"erentes fagos v 
esto como puede constarse en loa resultados no f"ue osl. Otro 
observación que reforzarla eataa suposiciones (receptor especi­
fico v nómero de receptor ) es la di f"erencia que se observo 
entre la susceptibilidad de las co!rlulos Hep-2 y Hep-2c o los 
di'ferentos fagos como se puede constatar en la tablo 1",los 
co!rlulas H•p-2c son r19as sensibles al ataque de los fagos que los 
Hep-2. Se ha e•tloblecido que !Da co!rlulas Hep-2c son m..!,s sensi­
ble• ol virus de la polio que las co!rlulos Hep-2 (25). Corno se 
indicó el comportamiento de estas dos lineas frente a los fagos 
tonlbi¿n es diferente, pero contrario a la reportado para polio 
lo cual apoyo lo sugerencia de lo existencia de receptores 
especlf1coa poro loa fagos en los cdrlulas eucori6ticos y sugiere 
odem&s que son dif'er-entes o los que requiere el virus de lo 
polio. 

Otra obaervacHm importante es el hecho do que las cepos 
celulares probadas fueron resistentes o los fagos en estudio. Lo 
diferencio fundamental entre ambos tipos celulares esto en el 
material gen¿tica. es decir", en las lineas celulares lo infor"ma­
c16n gen¿ttco ea ta alterada, mientr"as que las cepas celulares 
coneervan lo info,..,..ción del tejido que lea dH .. origen. Se ha 
infonna,~c::::i~"o!·que_c~~-·J~¿1u1os canceraftas sufren modificación en su 
metabolismo, auper-ficie y ontlgenoa de membrana (27). Lo apari­
ciVn ,~e nuevos antlgenas u otras protelnos o arreglos de pro­
telnas en lo membrana de estos co!rlulas que pr-cboblernente sean 
afine• a los contrareceptores fógicos podr-lan permitir que hayo 
un ,-econoctmtento ·,por los f~gos originando que se produzco el 
efecto citopl!ittco. En el caso de los cepos no existen cambios en 
los antlgenos de superficie y esto podrlo ser una rozón que 
explique el porque los fagos no producen ning~n efecto sobre los 
cepas celulares, yo que no hoy reconocimiento del fago. 

Posiblemente otro explicación a este comportamiento es que 
los cepos celulares y no los lineas tie11en lo capacidad de produ­
cir inter"ferón que ea uno suatoncto de excresi6n que evita lo 
infección vtr-ol; y que podrla evitar lo occi..!,n de los fagos 
aunque hasta el momento no se tienen datos del efecto de oGto 
sustancio sobre boctertOfogos. 

Se observó que el efecto ci top~ttco que producen los fagos 
sobre loa cOlulas de la• lineas Hep-2, Vero y Hala es semejante 
al producido por el vtru• de la polio. En lo lineo RO •l efecto 
citopl!itico fuW diferente. se presentó uno gran vacuoltzac10n. Se 
ha inf"onnodo (22) que virus peque"ºª de RNA sin envoltura produ-
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cen picnoaia con deeplozm.iento del n6cleo y uno vocuol izaci6n 
muy marcodo. Cabe aeftalar que fagos en estudio tienen RNA CCMtO 

materiales genOticoa aunque no ae encontró literatura que indique 
el porque de eete efecto, suger11maa que lo vacuo11zael6" produci­
da por loa fagos en estudio en estas cOlUlas pueda deberse a un 
cambio en lo permeabilidad celular, inducido por loa fagos, que 
evite la salida de desechos metabólicos ,:, excreciones celulares 
que al acumularse hacen que loa c•lulos .anten una respuesto de 
defensa consistente en el englobamtento de estos compuestos en 
membranas (6). Esta sugerencia puede apoyarse en el trabajo de 
Jong (22) quien encontró que al infectar la cepa de Malphigio con 
pO)(Virua, eatoa se -..ltiplicabon en una• cuanta• c•lulaa, dando 
lugar a vacuolización, candenzación del nbcleo y posteriormente 
desaparición de este; a medido que este proceso degenerativo se 
propaga a lo cblulas vecinas, se forman veslculas. 

Se obaervb(tablaa 11, 12, 13 y 14) que los fagos a pesar de 
producir efecto c1topbtico no se multiplicaron en los cOlulas en 
ninguno de los casos: este resultado podrla ser explicado en 
primer lugar torna:ndo en cuenta el fen~no ya descrito de lnfec­
c1on abortiva (18). Se sobe que algunas cdlulas permisivas don 
lugar a olteraciOn. de algunas fases de lo replicación viral, osl 
loa cblulas Hala que aon sensibles al virus ,de lo influenza son 
capacea de evitar la replicacil.on de ciertos cepaa da este virus, 
lo mismo sucede en el caso de las cblulos L que evitan la repli­
cación del virus de la enfermedad del Newcasttes. Ea posible que 
esto ea to sucediendo en el caao de loa fago a en estudio, se 
requerirla realizar un estudio morcando el ..!icido nucleico f..!iglco 
y buscando la marca deapubs do la infección en lo• cultivos 
celulares, para poder dicernir si efectlvClftente loa fagos eatan 
dando lugar a una infecclon abortiva. 

Otra eJCplicoción a esto resultado serlo que el t!ocido nucleico 
del fago pudiera eJCpreaarse dando lugar o la slnteala de algunos 
compuesto• que alteren el metabolismo celular y conduzcan final·· 
mente o lo muerte de lo cOlula. So tienen e.,,ldencias de la eMpre­
alón de genomas f6gicoa en cblulas eucarióticas y tornbiOn s.e 
conoce que tonto los bacteriófagos como los virus animales dan 
lugar o prot•lncis que alteran el metabolismo del hu.!rsped (3, 11 y 
18) . El torcer lugar puede pensarse que las cOlulas respondie­
ron a lo presencio del fago o del RNA fógico en su :interior como 
o cualquier elemento extroi"lo sintetizando alglln producto que con­
duzco a su autodestrucción y a lo no multiplicación del fago (8). 

Tambi.!rn se sugiere que el efecto c1.topl.itico producido por 
loa fagos se deba a que estos no penetren a la cblulo eucorio!.o­
t1ca y que el efecto obtenido puedo deberse simplemente a una 
alteracll.in de lo superficie celular debido o lo un16n del bacte­
riófago o ella. Se ha establecido en el coso de algunos virus 
animales cow.o pol1.ov1rus (5) que lo unión de lo c6paide o lo 
superficie celular do lugar o cambios de permeabilidad de lo 
...-,rano, qua condicionan lo entrado de grandes cantidades de 
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aodlo (No.,..) con la concOllllltante •olido de potoaio (K•) que trae 
como reaultado una lnhlbici~n en la alntes1a de protetnoa celu­
lares y la muerte de to chlulo. Por otra lado en adenovirus se na 
eatablecldo que la preaencJ.a de la• fibras caudales ( prateinas) 
en la superficie celular ocasiona una tnterrupci~n de la slntesis 
de proteinas celulares que finalmente darla lugar a la muerte 
celular (11. 16, 21 v 24). Aunque en el caso del sistema bocte­
ril.1fago-bacteria eat• fen.:.meno no ha sido descrito, creemos que 
esto podrla ser una explicación al efecto observado dado que se 
estt!t trabajando con un sistema diferente. 

Se hO eatablecldo en loa si&t8ln0& fago-bacteria v virus­
celula el f•n6meno denominado lisia desde afuera en el que se 
presenta la li•i• et. las c.!rlulas sin que el - fago se propague 
cuando las (mol) san altas: consideramos que este feno!.meno no 
explica los reaultodos encontrados (efecto citopót1co s::i.n 
propagación del fago) ya que el efecto serio inmedi.oto y en le 
caso de los aiatemos. estudiados el efecto et topl!itico se presentü 
hasta el 5 dio despu•• de la infección. 

El ono11ai.s de loa resultados no fue sometido a estudios 
estadlattcos, debido o que el trabajo realizado fue de tipo 
cualitativo, basando•• fundamentalmente en la observaciün de lo 
presencia o auaencio del efecto citopl!itico; lo cc:>mporocii!in 
hizo con un testigo negativo y un teatigo positivo. 
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IX, -CONCLUSIONES. 

1 .- Los bacter16fogoa 1nfecton lineas celulores. 

2.- Los bacter16fogos no infectan cepos celulares. 

3.- No hoy mult1pl1cac1.:.n fUgico en los diferentes tipos 
celulare• probados. 

4.- Los bacteritlfagos pueden producir dlf'erentes efectos 
citopllticos dependiondo del tipo celular. 

5.- Lo sensibilidad de loa c.!.lulas o los fagos dependo de 
teJ ido de origen. 

B. - Loa bacteriófagos empleados son muy establea. 

7. -sugerimos que las c.!. lulas eucariüticas pueden poseer 
receptores especif'1coa para los fagos. . 

8.- Proponemos que el efecto cttop6t1co pueda ser producido 
por: 

o) Alterac1..!ln de la superficie ce~ular. 

b) Penetración y expresi¿n del fago o de su ¿cido 
nuclDtco dando tnolrtobolitos que destruyen a lo cblulo. 

e) filk>d1f1cac1ón del metabolisll'IO celular por la presencia 
del 'fago o su l:icido nuc1e1co en el interior de lo co&lulo. 
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X. - PROPUESTAS y/o RECOMENDACIONES 

1.- Se sugiere que se trabaje con cultivos primarios por::i 
tener un panor.ama m.!.a amplio del efecto citop.!otico yo que se 
trabajo solamente con lineas y cepas celulares. 

2.- Se recamtonda que se trabaje un mayor n.!.mero de cepas v 
lineas celulares para conocer m&s sobre los efectos que produce:i 
lo• bacteri.?.fagoa y poder darles un empleo mejor, en el futuro. 

5.- se recomienda realizar pruebOs bioqulmicas para conoce .. 
la naturaleza del material que se local.iza en las vacuolos de la 
linea celular RO para tener conocimiento sobre su origen. 

4.- Se sugiero realizar un sondeo del material gen.:rtico ru­
gico durante la infecci.!on para trotar de establecer si este 
preaenta o la c•lula y si existe o no una replicaci.!on dentro de 
la mismo. 

5. - Otra augerencia es probar fantasmas f¿,91cos paro observar 
ai ee produce el erecto el topt!itico. 

6. -se augulere que los aobrenodantes obteni.dos despu.;s de lo 
infección con fagos, tenntnodo la lisis celular sean utilizados 
paro reinfectar c1Hulaa y nuevamente titularlos para ver si ha'( 
propagaci.!on (14). 
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