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RESUMEN.

En el presente trabajo se llevd a cabo la reestructuracion de las practicas de
Virologia del Manual de Laboratorio de Microbiologia General Il editado en 1997,
en el que se realizo lo siguiente: se redactaron los objetivos de manera que los
verbos empleados quedaran en infinitivo, se actualizé la introduccion de cada
practica y para esto se realiz6 una revision documental (electronica, libros,
articulos, revistas y manuales)para posteriormente seleccionar la informacién mas
relevante. Se homogenizaron los cuestionarios de cada practica a 10 preguntas
quitando aquellas que resultan irrelevantes o no adecuadas; se modificaron los
métodos utilizando diagramas de flujo y esquemas; se propuso una guia de
estudio, donde se encontraran los puntos mas importantes a estudiar por el
alumno para la preparacion previa a cada practica, un formato de resultados a
todas las practicas; ademas un anexo donde se encontrara informacion adicional

de las practicas.

Se propusieron dos nuevas practicas: Efecto Citopatico que ayuda a determinar el
agente viral que invade al hospedero y Titulacién del Bacteriéfago T7 donde
cuantificaremos las particulas infecciosas, que seria de gran utilidaden la

aplicacion en un tratamiento clinico.

Es indudable que el desarrollo en investigacién inmunologica de la biologia celular
y molecular han aportado un gran numero de técnicas sofisticadas para deteccion
viral, pero es importante tener en cuenta que estas practicas ayudaran al alumno a
tener fundamentos claros, ademas que han sido de gran utilidad por la sencillez

de las técnicas, la economia y la certeza.

El presente trabajo es una propuesta actualizada del modulo de Virologia del
Laboratorio de Microbiologia General I, y se espera que una vez revisado y
aprobado por el Comité Académico de la Carrera de QFB sirva de apoyo

académico para dicho modulo.




INTRODUCCION.

La Microbiologia cobra gran relevancia debido al estudio de los microorganismos
patdgenos, bacterias, virus, hongos y parasitos; los microorganismos que tienen
aplicacion industrial ya que se utilizan en las sintesis de productos quimicos
(acetonas, acidos grasos, enzimas, alcohol y medicamentos entre otros); los
microorganismos en la industria de los alimentos (produccién de vinagre, bebidas
alcohdlicas, mantequilla, queso, yogurt, pan, etc). La microbiologia se puede
definir sobre la base de su etimologia, como la ciencia que trata de los seres vivos
muy pequenos. Esto hace que el objetivo de esta disciplina venga determinado por
la metodologia apropiada para poner en evidencia, y poder estudiar a los

microorganismos.

La evolucion de esta ciencia, dependié del desarrollo de estrategias
experimentales fiables, la busqueda de agentes infecciosos, parasitismo y
aprovechamiento de los mecanismos de defensa del hospedador, condujeron a la
acentuada autonomia de ciencias auxiliares como Virologia, Inmunologia,

Micologia, Parasitologia y Bacteriologia."

Gran parte de los avances en Microbiologia se deben a la necesidad de resolver
problemas practicos. El objetivo material para la microbiologia viene delimitado
por el tamafno de los seres que investiga, lo que supone que abarca en enorme
heterogeneidad de tipos estructurales, funcionales y taxonomicos: desde
particulas no celulares como los virus, viroides y priones, hasta organismos
celulares tan diferentes como las bacterias, los protozoos y parte de las algas y de

los hongos.

Mientras que el objeto formal de la Microbiologia lo constituye el conjunto de
aspectos y enfoques desde los que se pueden estudiar los microorganismos tales
como las caracteristicas estructurales, fisiologicas, bioquimicas, genéticas,

taxonoémicas y ecoldgicas, por citar algunas.

La microbiologia ha de ocuparse de todas las técnicas y metodologias destinadas

al estudio experimental, manejo y control de los microorganismos, es decir de

e
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todos los aspectos relacionados con el modo de trabajo de una ciencia empirica.
En la actualidad los conocimientos microbiologicos de que se dispone son amplios
y aun quedan por conocer y constantemente se efectuan nuevos descubrimientos

de este campo.

Conociendo los precedentes de la Microbiologia, es de resaltar el area de
virologia, porque ha resultado ser un grupo de particulas muy amplias; de interés
actual para el sector salud, para el avance cientifico y descubrimiento de nuevas

enfermedades y antidotos.?

Se realizara la actualizacion, reestructuracion y propuesta de nuevas practicas
del manual de laboratorio de Microbiologia General Il, en el apartado de virologia,
para obtener de un material didactico con mayor calidad de informacion para el

alumno.




MARCO TEORICO.

La palabra virus es de origen latino y generalmente se designaban a cualquier
microorganismo infectante, sin importar su naturaleza. Sin embargo, sin virus la
tierra seria un lugar diferente, quizds incluso jun planeta sin vidal. En una
cucharadita de agua hay mas de un millén de virus que a la mayoria se les
conoce como bacteriéfagos (virus que infectan a bacterias), por cada bacteria en
el agua hay 15 a 25 particulas virales. El descubrimiento de la abundancia de virus
en el agua natural condujo a la conclusion de que los virus son importantes
agentes bioldgicos que estan involucradostanto en la mortalidad de
microorganismos acuaticos como en la constitucion de las comunidades
acuaticas. GunnarBratbak, En 1990 realizé experimentos sorprendentes de los
cuales, selectivamente, se eliminaban bacteriéfagos del agua del mar vy se
median las tasas de crecimiento de las bacterias y el plancton. Era esperable que
las poblaciones bacterianas vy el plancton crecieran drasticamente debido a que
eran liberadas de una infeccion viral. Para la sorpresa de los investigadores, las
poblaciones bacterianas detuvieron completamente su crecimiento ya que
dependian de los nutrientes que se liberaban a medida que los virus destruian a
las bacterias. Sin la muerte de estos microorganismos por los virus, no habia
combustible para mantener en funcionamiento a las comunidades acuaticas.®

Figura 1.- Bacteriéfagos con cola
en el agua de mar. *

a)Myxovirus
b)Podovirus.

c)Siphovirus




ANTECEDENTES

Antes de la investigacion del microscopio electrénico en 1931, los virus no se
podian ver o cultivar en el laboratorio. Mas importante aun los virus sélo se
definian como agentes tan pequefios que podian pasar a través de los filtros que
atrapaban a la mayoria de las bacterias conocidas. Los cientificos tuvieron que
desarrollar otros medios para observar y conservar otros agentes en el
laboratorio. Las observaciones y métodos iniciales desarrollados para el estudio
de los virus implicaban sistemas con plantas y bacterias. En realidad el primer
virus descubierto fue uno de las plantas, conocido como virus del mosaico del
tabaco (TMV), una enfermedad que destruye los cultivos de tabaco. En 1892, el
botanico ruso Dimitri Iwanowski demostré6 que extractos de plantas de tabaco
enfermas podrian transmitir la enfermedad a plantas de tabaco sanas, luego de
pasajes a través de filtros de ceramica que atrapaban la mayoria de las bacterias.®

Figura 2.- Estructura del virus del
TOBACCO MOSA'C VlRUS mosaico del tabaco, denota una

estructura helicoide. °

nucleic acid

protein

adapled from.
p. j \ Klug and Caspar Adv. Virus Res. 7:225

Figura 3.- Vista cercana de los bastones
del virus del mosaico del tabaco 1994. °




Cuadro 1. Acontecimientos destacados en el desarrollo de la virologia médica.’

Fecha Principales autores Descubrimiento

aproximada

1892 Iwanowski Senalé que la enfermedad del mosaico, en
las plantas de tabaco, se debia a un “agente
filtrable”

1898 Loffler y Frosch Descubrieron el virus de la glosopeda, que
fue el primer virus de animales que se
describi6

1898 Beijerinck Llamo al virus del mosaico
contagiumvivumfluidum

1902 Reed Descubrié la causa de la fiebre amarilla

1907 Von Prowazek Descubri6 el primer virus de insecto

1908 Ellerman y Bang Demostraron que la leucemia de pollo podria
ser transmitida utilizando extractos sin
células.

1911 Rous Descubrié la transmision en el pollo del virus
del sarcoma que lleva su nombre

1915 Twort Descubrié los bacteriofagos

1917 D’Herelle Cre6 un ensayo en placa para Ila
cuantificacion de los virus infectantes; y
acuio el termino “bacteriofago”

1931 Woodruff y Goodpasture | Crearon el cultivo de los virus en embriones
de pollo

1933 Shope Descubrié el virus del papiloma del conejo

1935 Stanley Logro cristalizar el virus del mosaico del
tabaco

1936 Bittner Descubrié el virus del tumor mamario del
raton y su transmision por medio de la leche

1939 Delbruck Inici6 el estudio sistematico de los
bacteriéfagos

1941 Hirst Demostré que el virus de la infuenza podia
aglutinar los globulos rojos(hemaglutinacion)

1940 Se desarrollé el microscopio electrénico y en
la misma década las centrifugas de alta
velocidad que permiten concentrar y purificar
los virus.

1952 Dulbecco Cred la teoria de la placa para el ensayo de
virus de animales

Hershey y Chase Demostraron que bastaba con el DNA del
bacteriéfago para la duplicacién de éste.

1953 Salk Cred la vacuna con virus de la poliomielitis
inactivado

1955 Sabin Cred la vacuna con virus de la poliomielitis

atenuado, pero activo
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1957

Colter

Extrajo de virus de animales acido nucleico
dotado de poder infectante

Stewart,
Eddy,Gochenour,
Borgese y Grubbs

Aislaron el virus del polioma en cultivos de
tejidos

1960

Enders

Cred la vacuna con virus activos atenuado del
sarampion

1962

Rauscher

Descubrié en el ratén una leucemia linfoide
producida por virus

1962

Tretin, Yabe y Taylor

Sefialaron que los adenovirus de origen
humano podian producir tumores en el criceto
recién nacido

1964

Temin

Emitié la hipdtesis de que el RNA podria
dirigir la sintesis de provirus de DNA

Epstein y Barr

Senalaron la intervencién de un virus de tipo
herpes en el linfoma de Burkitt

1970

Baltimore, Temin

Obtuvieron independientemente pruebas de
la existencia de la polimerasa de DNA regida
por RNA (transcriptasa invertida) en viriones
de virus de tumores de RNA.

Spiegelman

Demostré que, en los virus oncogenos de
RNA, la polimerasa de DNA regida por RNA
cataliza la sintesis de un hibrido RNA:DNA

1971

1972

Kufe, Hehlmann
Spiegelman

Encontraron que los sarcomas del hombre
contienen cadenas de RNA homodlogas de las
que existen en un virus del cual se sabe que
causa sarcoma en el raton.

Demostraron que en las células de los
enfermos leucémicos (pero no en las células
de individuos normales), existen series de
RNA homologas de las que presentan el virus
de la leucemia de Rauscher.

DEFINICION.

En vista del gran numero de relaciones especializadas entre virus y células
huésped que se descubrieron sucesivamente, no hay una definicion satisfactoria,
la siguiente es un intento de distinguir los virus de las rickettsias, clamidias y
organelos celulares que poseen acidos nucleicos: “Los virus son parasitos
intracelulares obligados que contienen DNA o RNA; utilizan los sistemas de

sintesis de la célula para la duplicacidon de la particula infectante, llamada virién.

”8
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CARACTERISTICAS DE LOS VIRUS.

Tamaifio:

Son 100 veces mas pequefos que las bacterias, suelen medir 0,03 a 0,1
micrometros (30 a 100 nanémetros).

Composicion:

 Acido nucleico que lleva la informacién genética y que constituye el genoma
viral puede tener varias formas. Una particula viral tiene en su estructura un
solo tipo de acido nucleico ADN o ARN, pero la forma de estos puede ser
de doble o simple cadena, segmentado o no, circular, lineal, recubierto de
una capa de proteina llamada capside.

i

a) FTTTEETY|
Simple cadena

b) ! i'.'l 'i 'I':
Doble cadena

anallan aalans
L) i-itllll

Doble cadena
fragmentado

c)

Circular
(simple y doble cadena)

Figura 4.- Tipos de estructura de los acidos nucleicos.

e Las capsides estan compuestas por muchas subunidades individuales
denominadas capsdmeros.

e Los capsOmeros se unen entre si para formar una capsideicosaédrica o

irregular; por lo general adoptan una forma helicoidal (espiral), son cubicas,
con 20 caras planas.’

11



Fibras

Figura 5.-viriénicosaédrico."°

La estructura completa, o sea, el acido nucleido cubierto por la capside, constituye
la nucleocapside. Algunos virus constan unicamente de nucleocapsides
desnudas, en tanto que otros poseen una envoltura o peplos aparentemente
formado por membrana celular, hablandose entonces de virus envueltos. Algunas
envolturas estan cubiertas por espiculas lipoproteicas, que son proyecciones
superficiales de distintas longitudes, que actuan como factores de adherencia o
como enzimas. Los virus envueltos pueden tener proteinas de matriz dentro de la
envoltura que agregan rigidez a la particula viral y se cree que actuan como un
puente entre la nucleocapside y las proteinas virales sepultadas en la envoltura.
Aseguran de tal modo la nucleocapside interna a la envoltura, lo cual puede ser
importante para el brote y la liberacion del virus de la célula huésped. El virus
completo, incluido el acido nucleico, la capside, la envoltura y las espiculas
glicoproteinas, se denomina virién o particula viral.

envoltura \
proteinas
internas
r.
i
; —capside
écndo
nucleico

A

Figura 6.- Virus desnudo (A), Virus envuelto (B)."

e
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CLASIFICACION.

Los criterios sobre los cuales basar tal sistema han cambiado con los avances en
nuestros conocimientos sobre su naturaleza y propiedades. Por ejemplo, el
espectro de huéspedes no puede ser un criterio, no solo cada especie animal esta
sujeta a infeccion por una amplia variedad de agentes virales si no que numerosos
virus infectan diferentes especies animales. En forma similar el patron de
patogenia de la enfermedad causada no es una base confiable para un sistema de
clasificacion. Se ha hecho cada vez mas evidente que el sistema de clasificacion
debe basarse sobre las propiedades fisicas y quimicas de las propias particulas
virales.

Criterios de clasificacion:

e Morfologia:

Es el criterio primario, es facil de aplicarse porque no requiere de virus purificados.
Las particulas virales pueden examinarse ya sea dentro de las células, es decir,
en cortes delgados de tejido infectado, o bien en su estado extracelular.
Habitualmente, los detalles morfolégicos pueden ponerse de manifiesto por
ensombrecimiento con delgadas particulas de algun metal pesado como uranio o
tungsteno, por tincion con acido 6smico o acetato de uranilo, o por tincién negativa
con acido fosfotungstico.

e Naturaleza fisica y quimica de los componentes virales:

La similitud morfolégica se correlaciona estrechamente con la similitud de los
componentes de los virones. Por ejemplo los virus con la morfologia de adenovirus
contienen genomas de ADN de doble cadena con un peso molecular de
aproximadamente 23 millones; los papovavirus contienen genomas con ADN
circular superenrollado con pesos moleculares de 3 a 5 millones; y los reovirus
contienen genomas segmentados con ARN de doble cadena.

De hecho un sistema de clasificacion de virus basado en las estructuras y tamafio
de los genomas virales proporciona el mismo agrupamiento que uno basado sobre
la morfologia. En forma similar, los virus con similar morfologia estan compuestos
por poblaciones similares de proteinas y un sistema de clasificacion basado sobre
patrones en el gel de poliacrilamida.

13



e Estrategias empleadas para la expresion genética y la replicacion.

La clasificacién se basa en la morfologia y la naturaleza de los componentes del
viridn se correlaciona de manera exacta con una tercera caracteristica viral: la
estrategia que emplean los genomas virales para expresarse y replicarse. Por
ejemplo, aunque los piconavirus, los togavirus y los coronavirus poseen genoma
RNA, las estrategias usadas por cada uno para expresar la informacion que
codifican, son muy diferentes. Por otra parte los reovirus y los rotavirus no estan
relacionados a juzgar por la secuencia de bases de sus acidos nucleicos y por
criterios inmunoldgicos pero ellos poseen una morfologia similar y acidos
nucleicos y componentes proteicos parecidos a juzgar por su tamafo, su numero
de especies y su funcion y emplean las mismas estrategias para la expresion
genética y la replicacion por consiguiente, ambos son Reoviridae. "

REPLICACION.

e Los virus son parasitos intracelulares obligados por cuanto carecen de
organelos que les permitan una vida autétrofa.

e La cinética de replicacion viral varia dependiendo del tipo de genoma que
posea el virion, esto permite inferir los mecanismos de interaccion virus-
célula de un virus desconocido a partir de hallazgos presentes en virus con
caracteristicas genéticas similares.

e La replicacion viral requiere de una interaccidon entre los distintos
compartimentos celulares y las macromoléculas virales.

e Las proteinas virales son sintetizadas en los ribosomas libres en el citosol o
asociados al reticulo endoplasmico rugoso (RER) y son transportadas por
sistemas de vesiculas hacia los distintos componentes del aparato de Golgi
(cis, medium y trans Golgi) como se observa en el siguiente esquema.

e La localizacion celular de las proteinas virales esta sujeta a informacion
presente en las proteinas en la denominada péptida sefnal, que es el
conjunto de los primeros aminoacidos sintetizados en el ribosoma, esta
secuencia constituye el codigo postal para el direccionamiento de la
proteina en un determinado espacio celular.

e Unos agentes virales tienen una replicacion estrictamente citoplasmica,
mientras que otros alcanzan el nucleo celular, todo dependiendo de la
adaptacion realizada entre los virus y las células que las hospedan.’
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Citosol o

CGN: TGN:
cis Golgi trans
RER Golgi

aparato  cis medium trane
2 aparato
f 4

<—

Endosoma

temprano
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tardio

Lisosoma

Figura 7.- Transporte de proteinas entre los distintos compartimentos celulares y

en el citoso

|.13

Las proteinas que se dirigen al aparato de Golgi son modificadas mediante
procesos de maduracidn postranslacional que requieren del sistema
enzimatico presente en los diferentes componentes del aparato de Golgi
(cis, medium y trans Golgi) que garantizan el adecuado plegamiento
molecular, los clivajes proteoliticos y da lugar en la fase final a la proteina
madura funcional que poseera las funciones de proteina estructural o no
estructural.

Las glicoproteinas virales requieren de este sistema de transporte para
garantizar su localizacion en la membrana celular, mientras que otras
proteinas que constituyen las capsides virales pueden realizar su proceso
de sint1e25is y transporte en elcitosol y dirigidos soélo por el citoesqueleto
celular.

15
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Clivajes proteoliticos
Amidacion
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Sialilacion
Sulfatacion
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Figura 8.- Diferentes componentes del aparto de Golgi (cis, medium y trans Golgi)
que garantizan el adecuado plegamiento molecular.™

La produccion de particulas virales requiere que la célula sintetice ARN
mensajero, el ARN de tipo mensajero utiliza la maquinaria biosintética celular para
la sintesis de proteinas virales. La célula eucariota solo posee a nivel nuclear las
enzimas necesarias para la produccion de ARN mensajero a partir de ADN de
doble cadena, por esta razén en caso que el virus posea un genoma diferente al
ADN de doble cadena debe aportar a la célula las enzimas necesarias para la
sintesis de ARNm."?

Para la comprensién de la patogenia de la infeccién viral es importante conocer
cual es la secuencia de acontecimientos observados en el interior de la célula
huésped. Si bien los pasos que se mencionan a continuacion no son un esquema
rigido y unico, en el interior de la célula infectada; si sirven como organigrama
mental para comprender cémo funcionan los virus y algunos mecanismos
patogénicos.El ciclo replicativo en el cual hay producciéon de progenie viral y
liberacion de particulas usualmente por lisis de la célula hospedera se denomina
R
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ciclo litico. La sola destruccion de tejido por la replicacion viral es un mecanismo
que puede llevar al dafo tisular y a la falla organica por lesion del tejido noble.

En la fase inicial ocurre lo que se conoce como periodo de eclipse, el cual estaria
dado in vitro como el lapso transcurrido entre la desaparicion de los viriones en el
medio circundante, la denudacion, la liberacion del genoma viral a nivel intracelular
y la aparicién de nuevos viriones."

1000 -
| Periodo de latencia Virus
extracelular
— 100 H
5 F
s
=
10 =
| Periodo de
| eclipse
0 2 4 6 g 10 12 e

TIEMPO

Figura9.- Cinética de produccién de particulas virales al interior de una célula
infectada.’®

Periodo de latencia el cual estaria comprendido entre la captacion deviriones
infectantes hasta la aparicidon del primer nuevo virion en el medio circundante.

Los periodos de eclipse y latencia pueden hacerse iguales en el caso de los virus
cubiertos que maduran tomando parte de la membrana celular.®
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JUSTIFICACION ACADEMICA.

El médulo de Microbiologia General Il, se imparte en el 7° semestre de la carrera
de Quimica Farmacéutico Bioldgica, con un total de 12 créditos y 8 horas a la
semana, distribuido en 4 horas para laboratorio. El laboratorio comprende tres
areas: Parasitologia, Micologia y Virologia; para fines de esta tesis daremos
enfasis y reestructuraremos cada una de las practicas correspondientes a
Virologia. La importancia de este trabajo es la reestructuracién de las practicas de
Virologia y proponer procedimientos o practicas alternativas que son importantes
en el desarrollo profesional de el alumno, ya sea en el area industrial, de la salud o
en la investigacion. Esto es debido a la evolucion constante del conocimiento en el
campo de la Virologia que obliga a la busqueda de textos cada vez mas actuales y
completos, pero a la vez practicos y accesibles al entendimiento para quienes se
aventuran por el vasto mundo de los virus. El actual manual de practicas de
microbiologia general Il se esta utilizando desde octubre del afio 1997, razon por
la cual es importante la actualizacién, reestructuracién y propuesta de nuevas
practicas del componente de virologia.

OBJETIVOS.

General: Reestructurar, actualizar y proponer nuevas practicas de Virologia,
del Manual de laboratorio de Microbiologia General Il.

Particulares:

e Modificar practicas existentes en el manual de microbiologia general
llen el componente de virologia incorporando nuevas introducciones,
esquemas, cuestionarios, guias de estudio y formatos de reporte.

e Proponer dos nuevas practicas en el modulo de virologia y que sean
factibles a realizar en un futuro.

e Buscar y seleccionar imagenes para todas y cada una de las
practicas en el médulo de Virologia.

e Realizar un anexo general de las practicas de Virologia donde
contendra informacion mas profunda y complementaria en caso de
ser necesario.
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MATERIAL.

Libros
Informacidnelectrénica
Manuales

Revistas

Tesis

METODOLOGIA.

1. Se realizé una revision documental de la informacién requerida empleando:
libros, articulos de revistas, manuales, tesis y paginas web.

2. Se eligid6 la informacion mas apropiada para ser circunscrita en la
actualizacion de cada practica perteneciente al area de Virologia.

3. Se modificé cada una de las practicas en los siguientes aspectos:

Se modificaron los objetivos de tal manera que los verbos se
redactaron en infinitivo.

Se actualizaron las introducciones y se incluyeronimagenes alusivas
al tema.

La metodologia de las practicas se modifico haciendo uso de
diagramas de flujo e imagenes que hicieran posible un mejor
entendimiento del procedimiento a seguir en cada practica, ademas
del procedimiento descrito paso a paso.

Se elaboro una guia de estudios para que el alumno se apoye y
amplie sus conocimientos acerca de la practica que va a realizar.

Se homogenizaron los cuestionarios a 10 preguntas para cada
practica de Virologia.

Se ideo un formato de resultados en tablas e imagenes para cada
practica.

Se cred un anexo con informacién complementaria a cada practica

4. Se propusieron dos nuevas practicas, para que sean factibles a emplear en
un futuro.
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DIAGRAMA DE FLUJO.

Reestructuracion de las practicas de virologia
del manual de laboratorio de Microbiologia
General II.

Revision documental

(para cada una de las practicas)

Seleccionar informacion para cada
practica

|

[ Busqueda y seleccion de tmagenes} Informe final

Reestructuracion

- Objetivo

- Introduccion Elaborar propuesta de las practicas:
- Metodologia = | -Efecto citopatico

- Resultados - Titulacion del bacteriofago T7

- Anexo
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RESULTADOS.

En el presente trabajo se llevo a cabo la Reestructuracion de las Practicas
del Modulo de Virologia ya existentes en el manual de Laboratorio de

Microbiologia General |l editado en 1997.

En cada una de las practicas se modificd la redaccion de los objetivos con los
verbos en infinitivo yse agregaron objetivos que no estaban planteados. También
se actualizdé y amplié la introduccion, se ilustré con imagenes representativas del
tema,con la finalidad de darle al alumno los fundamentos necesarios para realizar

la practica.

Se modificaron los métodos que se encontraban de manera numerada a formatos
con diagramas de flujo o imagenes que representen de manera mas didactica y

entendible el procedimiento.
Se incluyo un formato en el cual los alumnos entregaran los resultados obtenidos.

Se implemento una guia de estudio que servira como un precedente para que el

alumno pueda buscar y consultar informacion adicional de la practica que requiera.

El cuestionario se adapto a diez preguntas para cada practica, las cuales pondran
a prueba los conocimientos adquiridos e investigados sobre el tema de estudio;
para cubrir aspectos que permitan un claro conocimiento del contenido de las

practicas.

Finalmente se afadiod informacion sobresaliente del tema que aunque esta no se

equiera para realizar la practica, es importante para ampliar los conocimientos de
nuevos meétodos, procedimientos e informacién de las practicas, el cual se

encontrara al final de estas como un ANEXO.
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Las practicas de virologia del manual de laboratorio de Microbiologia General |l

quedo estructurado de la siguiente manera:

Practica 1 Aislamiento de Bacteriofagos.

Practica 2 Embridon de Pollo y sus vias de inoculacion.

Practica 3 Hemaglutinacién viral e Inhibicién de la hemaglutinacion viral.
Practica 4 Efecto Citopatico.

Practica 5 Titulacion del Bacteriéfago T7.

A continuacién se anexa el manual con las practicas de virologia.
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PRACTICA 1
AISLAMIENTO DE BACTERIOFAGOS.

OBJETIVOS.
e Conocer el manejo y aislamiento de bacteriéfagos.

e Estudiar las etapas de la multiplicacion de los bacteriéfagos.

INTRODUCCION.
HISTORIA DE LA INVESTIGACION DE LOS BACTERIOFAGOS.

Los bacteriéfagos son virus que infectan bacterias. El término bacteriéfago es una
combinaciéon de la palabra bacteria y la palabra griega phagein, que significa
comer. Se les descubri6 después del reconocimiento de los hospederos
bacterianos en la década de 1880, época catalogada como la edad de oro de la
microbiologia. El bacteridlogo britanico Frederick W. Twort es el autor del articulo
publicado en 1915 que se considera el nacimiento de la investigacion moderna
acerca de los bacteriéfagos. En el comunico una observacion denominada
transformacién vidriosa.

Cabeza

. Cuello
Vaina

Cola

Fibras de,_,_..---"""'
la Cola

Placa Basal

Es;plculas

Figural.- Estructura de un bacteriéfago.
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En esa época Twort estaba tratando de desarrollar los virus de la vacuna en medio
de agar sin la presencia de células hospederas. Inoculo el medio sélido con liquido
no filtrado de las particulas que se usaban en las vacunaciones contra la viruela.
Sin embargo en lugar del virus de la vacuna, en el medio sélido se desarrollaron
colonias de micrococos, las que en algunas areas aparecian con un aspecto
acuoso o vidrioso. Twort recogi6 las colonias acuosas, que no podian cultivarse
en un medio nuevo, Y las hizo pasar a través de un filtro de Chamberland.

El filtrado se agrego a cultivos de micrococos frescos y esto causaba su
transformacion vidriosa. Twort llegd a la conclusién de que un agente infeccioso
filtrable mataba a las bacterias y que en el proceso el agente multiplicaba y
producia la transformacion vidriosa. Twort no establecié que era un virus
bacteriano, a pesar de que sabia que los agentes filtrables infectaban a las plantas
y a los animales.

El descubrimiento de los bacteriéfagos se le atribuye a Felixd’Herelle debido a que
en el articulo de 1917 describid la lisis de una bacteria causante de disenteria
desarrollada en un medio liquido. Formuld la hipdtesis de que “un antagonista
invisible”, un bacteri6fago, de la bacteria de la disenteria que podia pasar a través
de los filtros de Chamberland causaba la lisis. d"Herelle no cito el estudio de Twort
en su publicacidon y continuo la investigacion en dos direcciones:

- Determinar la naturaleza bioldgica de los bacteriéfagos
- Explorar su aplicacion en el tratamiento de las infecciones bacterianas
en una era preantibiotica

En 1919 intento usarlos en ensayos de campo para controlar una epidemia de tifus
de las aves causada por la bacteria Salmonella gallinarium. Inoculo a los pollos
con bacteriéfagos por la via oral o en forma inyectable y los resultados generales
indicaron que otras poblaciones tratadas con bacteriéfagos padecian menos
muertes y epidemias mas cortas no recurrentes.

30



Los informes de la década de 1920 y 1930 acerca de la administracién oral de
bacteriéfagos especificos para el célera en los pacientes fueron positivos. Este
tratamiento redujo la gravedad de los sintomas en general y la mortalidad por la
enfermedad. En la década de 1940 aislaron bacteri6fagos para combatir la
gangrena gaseosa causada por Clostridium perfringes.

En 1990 cientificos comenzaron con éxito experimentos de laboratorio para
solucionar estos obstaculos. Ahora se pueden obtener preparados puros que
eliminan las toxinas y los desechos bacterianos de las reserva de los
bacteriéfagos. Se desarrollaron métodos para aislar mutantes de bacteriéfagos
que son mas resistentes y tienen rangos de huéspedes mas amplios. Las cepas
resistentes presentan la capacidad de evitar la rapida eliminacion por parte del
sistema inmunitario del huésped '

EXPERIMENTO DE LA LICUADORA DE HARSHEY Y CHASE.

Uno de los primeros bacteriéfagos usados en el laboratorio, el T2, infecta a la
bacteria Escherichia coli. El bacteriéfago T2 consiste, casi completamente en un
segmento de DNA estrechamente condensado que estda rodeado o empaquetado
por una cubierta proteica.El bacteridfago infecta a E.coli y la utiliza para reproducir
mas bacteriéfagos T2. En 1952 los genetistas Alfred Hershey y Martha Chase
proporcionaron evidencia de que el ADN era material hereditario.

e Hicieron dos cultivos de Escherichia coli

e Un frasco de E.coli fue infectado por bacteri6fagos T2 cuyas cubiertas
proteicas fueron marcadas con azufre radioactivo [*°S]

e El segundo frasco de E.coli fue infectado con bacteriéfagos T2, en los
cuales el material genético (DNA) del virus se habia marcado con fosforo
radioactivo [**P]

e Permitieron que los bacteriéfagos radioactivos se adhirieran e infectaran
a E.coli.

e \Vertieron en licuadoras separadas las mezclas de bacteriéfagos T2 y E.coli
radiactivamente marcados.

e Las licuadoras desprendieron las particulas de bacteriéfagos de las células
bacterianas en cada mezcla.

e Posteriormente las mezclas se centrifugaron. Esto separo las particulas de
bacteriéfagos, que quedaron en el sobrenadante liquido de las células
bacterianas, que permanecieron en el precipitado
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Figura 2.- Experimento de Hershey y Chase.

Hershey y Chase hallaron que el sobrenadante (la proteina viral) contenia
[*°S]y el precipitado (porcién celular) contenia [*2P] (el DNA viral) este
experimento concluyo que el DNA marcado con [*2P] transmitié el componente
infeccioso del bacteriéfago.

“El DNA era el material genético que especificaba toda la informacion necesaria
para sintetizar nuevos bacteriéfagos T2"

BACTERIOFAGOS.

En la actualidad se examinan mas de 5.100 bacteriéfagos por microscopio
electronico. El comité internacional de taxonomia de los virus (ICTV) reconoce un
orden de 13 familias y 31 géneros de bacteriéfagos '
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CARACTERISTICAS

Hay 4 formas basicas o simétricas:

- Binarias ( fagos que tienen una estructura de cabeza de cola ).

- lcosaédricas (también conocidos como cubicos).

- Helicoidal (filamentosos).

- Pleomorfica.

Tienen una estructura de cabeza o capside que varia en tamafio y forma.
La mayoria tiene una estructura de cola de tamario y longitud visible.

La estructura de la cola es un tubo helicoidal hueco.

Al comienzo de la infeccion, el genoma de los bacteriéfagos pasa a través
de la cola de la bacteria huésped.

La longitud de los bacteriofagos binarios varia de 17 a 500kb vy la longitud
de sus colas oscila entre 10 y 800nm.

Solo tres familias contienen virus envueltos.

En aproximadamente el 96% de los bacteriéfagos hay un genoma de DNA
(dsDNA)

El 4% restante tienen genomas ssDNA, ssRNA, y dsRNA.

El grupo mas famoso es de tipo T que se enumerande T1a T7 3
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Figura 3.- Estructura de un bacteriéfago T4*
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de los fagos®

FAGO

T1

T2,T4,T6

T3,T7

15

LAMBDA, fi-
80, P2, Mu

N4

p22

SPO1

SP82

S13

M12,G4

HOSPEDERO

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

Salmonella

Bacillus

Bacillus

E. coli

E. coli

CABEZA

Hexagonal

Icosaédrico

Hexagonal

Hexagonal

Hexagonal

Hexagonal

Hexagonal

Hexagonal

Hexagonal

|cosaédrico

Icosaédrico

COLA

Simple

Compleja

Corta

Simple

Simple

Corta
Compleja
Compleja
Compleja

No

No

34

ACIDO

NUCLEICO

ADN +/-

ADN +/-

ADN +/-

ADN +/-

ADN +/-

ADN +/-

ADN +/-

ADN +/-

ADN +/-

ADN +

ADN +

ESTRUCTURA

Lineal

Lineal y bases
modificadas

Lineal

Lineal y una cadena
segmentada

Lineal y extremos
cohesivos

Lineal
Lineal
Lineal
Lineal
Circular

Circular

TIPO

Virulento

Virulento

Virulento

Virulento

Atemperado

Virulento

Virulento

Virulento

Virulento




Continuacion

FAGO HOSPEDERO
PM2 Pseudomona
M13 E. coli

MS2, f2 E. coli
fi-6 Pseudomona
f1, fd E. coli
P1 Salmonella

CABEZA

Hexagonal,
envoltura

Filamentoso
Icosaédrico

Poliédrico y
envoltura

No

Icosaédrica

COLA NL'JA\(?LIEI%O
No ADN+/-
No ADN +
NoO ARN +
No ARN +
Filamoentos ADN +/-
Compleja ADN /-

ESTRUCTURA TIPO
Circular
Circular Virulento
Lineal Virulento
3 Segmentos Virulento
Virulento
Atemperado

Cuadro 3. Ejemplos de los factores de virulencia que portan las bacterias®

Toxina u otro

Bacteria Bacteriofago - Fenotipo
producto génico
Cory_nebac_terlum Beta Toxina de la difteria Difteria
diphteriae
T12 Toxina eritrogénica Escarlatina
Streptococcus pyogenes
Fagos
clostridiales . . .
Clostridium botulinum (p ej. DE Toxina botulinica Botulismo
beta)
Vibrio cholerae CTX Toxina del colera Coélera
Escherichia coli H-19B Toxmass,rs];il;‘nares a Diarrea hemorragica
Staphylococcus aureus CIMEEE S5 Enterotoxinas Py A | Intoxicacion alimentaria
Omega 13
FITAEE 603 Artritis que compromete
MAV1 membrana externa 9 P

Micoplasma arthritidis

(gen vir)

dos o mas articulaciones
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MULTIPLICACION DE LOS FAGOS.
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Figura 4.-Multiplicacién de bacteriéfagos °

Adsorcion.

El primer paso en la infeccion es una interaccién altamente especifica de las
organelas de adsorcion de los fagos tales como la cola, con los receptores
existentes en la superficie de la célula huésped, que conduce a la union del fago
de la célula.

Penetracion.

v Al &cido nucleico generalmente asociado con algunas proteinas internas del
viron, es liberado de la capside.
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v Penetran a las células, aparentemente por lugares en los que las
membranas externas e internas estan en contacto y permanecen asociadas
con la membrana.

v El material nuclear liberado de los viriones esta protegido de las nucleasas
de membrana por las proteinas asociadas y por las modificaciones del
ADN.

v" Cuando el tubo alcanza la membrana plasmatica, el ADN es expulsado. La
concentracion es el resultado de cambios de conformacion de cadena
iniciados por la adhesion de las fibras y las espiculas a la célula.

v La placa basal hexagonal adquiere forma de estrella y se separa del tubo,
después la vaina se acorta y condensa.

Multiplicacion.

La fase de multiplicacion consiste en la produccion de nuevas particulas virales
infectivas, siguiendo las instrucciones contenidas del acido nucleico viral y
utilizando para ello la maquinaria bioquimica y los nutrientes de la célula infectada.
Consta de dos procesos diferenciados:

e La replicacion del genoma viral, creando copias del mismo que seran
incorporadas a las nuevas particulas virales.

e Expresion de la informacidon contenida en dicho genoma, a través de los
procesos de transcripcidn y traduccion, para sintetizar las proteinas que a
continuaciéon se ensamblaran para formar las nuevas capsides virales. El
proceso de ensamblaje es en algunos virus totalmente espontaneo y depende
de las condiciones fisico-quimicas del medio; en otros intervienen
determinados enzimas que también estan codificados en el genoma del virus.

Ensamblaje y liberacion.
Este proceso tiene dos vias:

1.- Infeccioén litica.

Una vez que todas las partes del bacteri6fago han sido producidas, se
ensamblan las nuevas particulas.

e Una copia del DNA del fago se empaqueta o se enrolla en una cabeza
icosahédrica preensamblada.

e La colay las estructuras accesorias se ensamblan y las pocas moléculas
de lisozima o una enzima comparable son empaquetadas en la placa basal
de la cola.
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La lisozima restante o la lisina del fago o las endolisinas, muramidasas o
virolisinas en la célula permiten que el virus escape o se libere del
hospedero.

Otra enzima clave, la holina, es usada por los fagos para crear poros en la
membrana interna de la célula huésped en el momento adecuado vy
permite que la lisina o enzimas semejantes alcancen el peptidoglucano, lo
cual facilita la lisis del huésped vy la liberacion del bacteriéfago.

Finalmente la célula huésped es destruida por la lisis celular.

' Replicacion del
Y W ADN virico libre

c— | | ~ IS 9] S Y empequets-

Wt miento en parti-
* . cular viricas

—

Célula . : :
: Sintesis de las protei-
bacteriana o : .
nas viricas necesarias La lisis celular
= ara la formacion R f libera un gran
Adsorcién sobre la B m?e\?os vi(r:uos % b nimero deg 'ar s
. ’ ala u Viru
célula huésped e o libres
]

inyeccion del ADN

Figura 5 - Infeccion litica.

2.- Infeccidn lisogénica

Los bacteriéfagos lisogénicos o atemperados infectan a sus hospederos aunque
en lugar de matarlos durante una infeccion litica, integran su genoma en una
region especifica de su cromosoma.

Después de la penetracion, el DNA viral se integra en el cromosoma y se
replica cada vez que la célula copia su ADN cromosdmico durante la
division celular.

Cuando el genoma del fago se integra en un sitio del cromosoma
bacteriano se le denomina profago.

Algunos bacteriofagos atemperados codifican transposasas, las cuales
permiten que el fago se inserte aleatoriamente en el cromosoma.

Durante el estado de profago todos los genes del bacteriéfago estan
reprimidos, excepto el gen que codifica una proteina represora.

La proteina represora impide la sintesis de enzimas y proteinas requeridas
para el ciclo litico.
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e Si el receptor se torna inactivo (pierde su funcidon), el DNA viral es
eliminado del cromosoma bacteriano.

e EI DNA separado (genoma del bacteriéfago) actua como un virus litico
capaz de producir nuevas particulas virales que se liberan durante la lisis
celular.

e Esta induccion espontanea se reproduce una vez cada 10000 divisiones
celulares aproximadamente.

e Los bacteriéfagos atemperados pueden portar genes del huésped de una
bacteria a otra en un proceso que se llama transduccion *

Integracion del ADN
del fago en el cromo- Q Sucesivas

\ W soma hueésped » divisiones
— | 1| == | | Diisioncelular
r .
ol ) dvons
bacteriana

Adsorcion sobre la
célula huésped e
inyeccion del ADN

Figura 6.- Infeccion lisogénica.

FAGOS COMO AGENTES DE TRANSDUCCION.

La transduccion de genes bacterianos desde una célula a otra por fagos ha
sido extensamente utilizada para establecer mapas del cromosoma bacteriano. Se
puededistinguir dos tipos de transduccion:

- Generalizada: puede transferir cualquier gene bacteriano.

- Restringida o Especializada: puede transferir genes desde solo una region
muy pequefa del cromosoma huésped adyacente al punto del profago.

Transduccién Generalizada.

o Este tipo de transduccion es debido a la encapsidacién del ADN celular en
una cubierta del fago. La transduccion puede producirse para cualquier
marcador de la bacteria donante.
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e Por lo general la transducciéon es llevada acabo con una preparacion del
fago de titulo elevado obtenida de la cepa donante, ya sea por infeccion
litica ya sea por induccion de células liségenas.

Fijacion del fago a la celula

INnyeccion del material genetico viral

Degradacion del DNA bacteriano
y replicacion del genoma viral

/A
« /\|
Y

Sintesis de capsides y
empaquetamiento del material genetico
viral y bacteriano

g

lj:l Lisis celular y
@ @ liberacién de particulas

O A

Figura 7.- Transduccion Generalizada.

i

Transduccion Especializada.

e Los Lederberg descubrieron que el fago A puede determinar la transduccion
de una forma completamente distinta.

e Solo transfiere un grupo limitado de genes que se localizan cerca del
profago y se produce solo en caso de induccion del profago y no (a
diferencia de la transduccién generalizada) en la infeccion litica.

e Los genes transducidos, son incorporados en el genoma del fago por
escisién anormal del profago.

e EI ADN de particulas transductoras tiene deleciones que compensan la
longitud para la insercion de genes de fago. Algunos tipos de particulas
transductoras son infecciosas por que los genes del fago que faltan no son
esencialmente para la multiplicacion vegetativa; en mayor frecuencia, las
particulas transductoras son delectivas, es decir no pueden multiplicarse
por si mismas.
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No obstante pueden duplicarse en infeccion mixta con A como un
auxiliador para completar las funciones que faltan.

En los lisados de cultivos lisogénicos normales, solo una pequefia parte de
los viriones son transductores, por lo que el lisado da lugar a una escasa
frecuencia de transduccion.

Ademas los viriones transductores se diferencian entre si con respecto a
sus sustituciones de ADN, ya que se producen a través de recombinacion
independiente.

Los lisados de alta frecuencia de transduccion (AFT) considerablemente
enriquecidos en las particulas transductoras, pueden producirse a través
del fago propagador recuperado por induccion de células transducidas.

En el caso de particulas transductoras no defectivas el fago de una sola
placa es suficiente, pero si se trata de fagos delectivos las células deben
de ser coinfectadas con A de tipo salvaje como auxiliadores; entonces estas
células doblemente lisogénicas producen en la induccion un lisado que
contiene proporciones casi iguales de particulas transductoras vy de tipo
salvaje ®

Celula lisogenica en donde el DNA del fago
se encuentra insertado en el DNA bacteriano

Circularizacion y escision del DNA del fago

Escision anormal que produce la perdida de algunos
genes del fago, los que se mantienen insertados en
el genoma bacteriano. En cambio, algunos genes
bacterianos han sido tomados junto al DNA del fago

| — ; Degradacion del DNA bacteriano y
replicacion del DNA viral

/2
« /\l
AY

Sintesis de capsides y
empaquetamiento del material genético viral

§

CD Lisis celular y liberacion de las particulas
9 9 de transduccion especializada

o

Figura 8.- Transduccion Especializada.

41



Cuadro 4. Diferencias entre traduccién generalizada y especializada.

Transduccion
generalizada

Transduccion
especializada

Cualquiera de los genes del
huésped pueden transducirse

Sélo pocos genes especificos
(adyascentes al sitio de
integracién del profago)

Las particulas transducidas
contienen solo DNA del huésped

Contienen DNA del fago y del
huésped unidos covalentemente

Una célula puede producir una
mezcla de particulas
transducidas y particulas fdgicas

Una célula puede producir tanto
particulas transducidas como
fdgicas

Las particulas transducidas se
forman por error en el
empaquetamiento del DNA del
fago en su cdpside

Las particulas transducidas se
forman como resultado de
errores en la excision del
profago

CURVA DE MULTIPLICACION DE UN PASO.

La curva de multiplicacién de un paso adopta el aspecto de la progenie de un fago
en un cultivo infectado en las condiciones de un paso. Estudiando el paso después
de la centrifugacion de las células, se obtiene el titulo extracelular; estudiando el
cultivo después de la ruptura de las células infectadas, se obtiene el titulo total
(extracelular, mas intracelular). Representando graficamente estos estimulos
(expresados en general como unidades infecciosas por célula productiva).

Periodo de eclipse.
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El titulo virico total es considerablemente menor que la concentraciéon de las
células productivas. El final de periodo de eclipse se toma como el tiempo en que,
en promedio, se ha conseguido una unidad infecciosa por cada célula productiva.

Periodo de acumulacién intracelular.

Los fagos descendientes se acumulan intracelularmente por qué no son liberados
de una manera espontanea en el medio. El final de este periodo es el tiempo en
que una unidad infecciosa virica por célula-productiva, en promedio, ha aparecido
extracelularmente. El final de este periodo corresponde al final del de latencia.

Periodo de crecimiento.

El titulo del fago extracelular se incrementa hasta el final del ciclo de
multiplicacion. EI numero medio de unidades infecciosas del virus por célula
productiva presente en este momento es el rendimiento virico.

5 1000 Virus total
: ] Rendimiento de particulas
» s infecciosas por célula
ey W productiva
oo (rendimiento viral)
x:
Ea
w2
L)
T -
3
5 4 0 10 20; 30 Tiempo (min.)
:4_ Yirus
0.1} “ Extracelular @ Periodo de eclipse
]
Periodo latente
0.01F Periodo de acumulacién
Concentracion intracelular de
de células particulas virales
productivas

Periodo de elevacion del
titulo de virus extracelular

Figura 9.-Diagrama de la curva de multiplicacion en un solo paso (o escalon) del
bacteriéfago T2.
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La lisis de la célula libera la progenie del fago, que pasa en medio y da lugar a una
disminucién de la turbidez del cultivo en caso de que la mayoria de las células se
hallen infectadas. En el caso de los fagos de tipo T-PAR, este fendmeno puede
observarse mediante microscopia de campo oscuro que permito visualizar los
viriones. En el caso de estos fagos, la lisis se retrasa mas de una hora en caso de
que el cultivo infectado por una cepa de tipo salvaje sea re inoculado antes de que
produzca la lisis normal con la misma cepa (inhibicidn de la lisis). Los mutantes de
la lisis rapida (r) no retrasa la lisis en estas condiciones. Las distintas propiedades
liticas de los fagos r+ (tipo salvaje) y r se reflejan en la forma de sus halos: los
halos r poseen un diametro de 2mm, son transparentes y presentan un borde bien
definido; los halos r+ son de menor tamafio y se hallan rodeados por una sombra
de turbidez creciente. La sombra esta formada por bacterias infectadas mas de
una vez, y por lo tanto su lisis se halla inhibida.

La inhibicion de la lisis resulta extraordinariamente util en la investigacion de
fagos, ya que prolonga la duracion del periodo de sintesis virica. En consecuencia,
la célula producen una mayor cantidad de virus; ademas los procesos de
multiplicacion virica que se hallan en relacion con el tiempo pueden estudiarse con
mas facilidad ’
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MATERIAL POR EQUIPO.

e Moscas caseras frescas de 20 a 30

e Aguas residuales como fuente del bacteriéfago aproximadamente 45 mL
Cepa de Escherichia coli sembrado en forma masiva en una caja de agar
nutritivo

Dos matraces erlenmeyer de 125 mL

5 tubos de ensaye para centrifuga de 13 x 100 mm

5 tubos con tapon de rosca de 18 x 150 mm

8 pipetas de 1 mL estériles

1 filtro de membrana estéril de 0.45 micrometros marca Millipore

1 jeringa de 10 mL estéril

4 tubos de 13 x 100 de contienen 2 mL de caldo soya tripticaseina

4 cajas que contienen agar nutritivo

4 tubos de 13 x 100 que contiene 3 mL de agar blando (0.7% de agar) de
soya tripticaseina

Mortero y pistilo para aproximadamente 250 mL

2 frascos estériles de 50 a 100 mL

5 mL de caldo nutritivo de decaconcentrado en un matraz de 50 mL

4 pipetas de 1 mL estériles

METODO.

**MANEJE LAS MOSCAS Y EL AGUA RESIDUAL CUIDADOSAMENTE
DEBIDO A LA PRESENCIA DE INFINIDAD DE MICROORGANISMOS
INFECCIOSOS***

Enriquecimento A

Colocar las TR el Macerar hasta

moscas en un —> . , —=>  hacer una pulpa
soya tripticaseina puip

mortero fina
.. Adicionar mas .
Adicionar 2 ml de e olaoys Transferir la
caldo de E.colien «— tri ticaseinayhasta <—— mezcla a un frasco
cultivo P esteril

completar 20 mi
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Enriquecimento B

Adicionar 45 ml de
Colocar en un '~ aguas residuales y Mezclar

frasco estéril 5ml —— y
e 5 ml de cultivo suavemente
de caldo nutritivo caldo E.coli

Sequir el Decantar 10 ml en
enriquecimiento ——> Incubar 54 hrsa — un tubo para
35:C ;
AoB centrifuga

!

Decantar el liquido ; .'!tra:jel " Centrifi 2500
claro en un tubo de .~ Seorenadante et ar dhe
bihishesa (usar filtro de rem x 10 min
P membrana)

adicionar
1mi de la
suspensién
enriguecida
altubo 1

adicionar 2
asadas de E.colia
cada remanente
de los tubos

tubos con agar blando
a 45°C y 1ml de cultivo
de E.coli

vertir la mezcia a

cajas esteriles.

incubara 35°C x
4 hrs
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1.- Seguir el enriquecimiento A o B.

a) Adicionar moscas a una pequefa cantidad de caldo de soya tripticaseina
y macere con un pistilo hasta hacer una pulpa fina. Transfiera esta mezcla a un
frasco estéril y adicione mas caldo soya tripticaseina hasta completar 20 mL mas 2
mL de caldo de E. coli en cultivo

b) Adicionar 45 mL de aguas residuales a 5mL de caldo nutritivo
decaconcentrado en un frasco estéril. Adicione 5 mL de cultivo en caldo de
E.coli. Mezcle suavemente.

2.- Incubar 24hrs a 35°C

3.- Decantar 10mL del enriquecimiento dentro de un tubo para centrifuga.
Centrifugue a 2500rpm por 10 minutos para remover bacterias y material sélido.

4.- Filtrar el sobrenadante através de un filtro de membrana. Decante el liquido
claro dentro de un tubo con tapén de rosca.

5.- Marcar 4 placas y 4 tubos de caldo del 1 al 4.

6.- Asépticamente adicione 1 mL de la suspensidon enriquecida al tubo 1. Mezcle
cuidadosamente aspirando y bajando el volumen tres veces. De este tubo(1)
trasfiera 1 mL al segundo tubo mezcle bien y transfiera de este segundo tubo. 1mL
al tubo (3) mezcle bien y transfiera de este tubo al tubo (4) de este tubo transfiera
1mL a un contenedor con desinfectante.

7.- Adicionar 1mL de cultivo de E. coli a los tubos de agar blando previamente
fundido y manteniéndolo a 45°C continue manteniéndolos a 45°C sin permitir que
solidifique.

8.- Con la pipeta anadirel caldo enriquecido y asépticamente transfiera 1mL del
tubo 1 a el agar blando. Mezcle por agitacion y rapidamente vierta este tubo sobre
la caja marcada con el numero cuatro y mezcle en forma de ochos, usando la
misma técnica contintde con los tubos 2,3 y 4.

9.- Agregar dos asadas de cultivo de E.coli a cada remanente de los tubos de
caldo y mezcle.

10.- Incubar las cajas y los tubos del paso 9 a 35°C . Obsérvese a las 24 hrs.
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RESULTADOS
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GUIA DE ESTUDIO

e Caracteristicas de los virus: DNA y RNA.

e Bacteridfagos: Composicion y Estructura.

e Experimento de Harshey y Chase.

e Infeccion por bacteriéfagos: Litica y Lisogénica.

e Multiplicacién de los bacteriéfagos.

e Ciclo virico de los fagos.

e Curva de multiplicacion de un paso.

e Tipos de transduccion de los fagos.

e Caracteristicas generales del VIH.

e Caracteristicas generales del virus de la Hepatitis.

CUESTIONARIO
1.- ¢, Como se pueden clasificar los virus?
2.- Explique. ¢ Qué es un bacteriofago?

3.- ¢, Cuantos virus de la hepatitis hay y cual es la forma de trasmision de cada uno
de ellos?

4.- Describe la forma que presenta el virus VIH

5.- ¢ Cudles son las células que infecta el virus del VIH y que tipo de replicaciéon
utiliza?

6.- Explique el experimento de Harshey y Chase.

7.- Explique la diferencia entre ciclo lisogénico y ciclo litico.

8.- Mencione los pasos de la replicacion de los fagos.

9.- 4 Cuantos y cuales son los tipos de transduccion de los fagos?

10.- Explica el diagrama de la curva de multiplicacion en un solo paso (o escalén)
del bacteriéfago T2.
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ANEXODE LA PRACTICA 1. AISLAMIENTO DE BACTERIOFAGOS.

GENERALIDADES DE LA INFECCION POR BACTERIOFAGOS.

v

AN

ASANEN

< s

Los bacteriéfagos se absorben a las moléculas receptoras de la superficie
de las células bacterianas durante el primer paso de la infeccidn.

Los receptores pueden ser: pili, proteinas, oligosacaridos o
lipopolisacaridos del huésped.

Estructuras especializadas como las fibras de la cola median la adsorcion.
El bacteriéfago T4 tiene una cola y ancla las fiboras de ésta en los
receptores lipopolisacaridos del huésped.

Esto causa un cambio conformacional que lleva a la contraccion de la
vaina de la cola y a la penetracion de la membrana de la célula y del
bacteriéfago.

El ADN luego es inyectado a la célula huésped a través del tubo de la cola.
Otro bacteriofago puede unirse a un segundo receptor.

Los bacteriofagos que no tienen cola penetran en la bacteria huésped
produciendo enzimas degradadoras de polisacaridos que rigen los
componentes de la envoltura o pared celular bacteriana.

Las bacterias desarrollan resistencia a la infeccién, por bacteri6fagos
cuando los receptores de la célula huésped son alterados por una
mutacion.

El genoma del bacteriéfago penetra en la célula huésped a través del tubo
de la cola.

El bacteriéfago T4 empaqueta lisozimas en la base de la cola de una
infeccion previa y usa la enzima para degradar una porcion del
peptidoglucano de la pared celular bacteriana.

El DNA ingresa en la célula una vez en el interior de la célula huésped,
circulariza su ADN rapidamente por medio de las terminaciones o extremos
adhesivos 0 mas bien las terminaciones adhesivas o las terminaciones
lineales se modifican y quedan protegidas de las nucleasas bacterianas.
Tan pronto como el ADN gendmico entra en la célula, la RNA polimerasa
del huésped reconoce a los promotores virales en el DNA y comienza la
transcripcion de los genes tempranos benignos. Durante este periodo el
genoma del bacteridfago se replica

Posteriormente un conjunto de genes tardios es transcripto y traducido.

La lisozima es empaquetada en la cola de alguno de los bacteri6fagos con
el fin de iniciar una nueva infeccion. 2
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Lisogenia.

La mayoria de los bacteriofagos son virulentos, se multiplican vegetativamente y
destruyen las células al final del ciclo de crecimiento. Por el contrario los fagos
temperados ademas de multiplicarse vegetativamente, dan lugar al fendmeno de
la Lisogenia: la persistencia indefinida del ADN del fago en las células huéspedes
sin producciéon de fagos. Sin embargo en ocasiones el ADN virico en una célula
lisogenica iniciara la multiplicacién vegetativa, y generara viriones maduros. La
Lisogenia es importante como método que favorece la persistencia y difusion de
un virus de una manera mas sutil que la virulencia.

Los fagos temperados tienen implicaciones productivas para muchos problemas
biologicos: sirven para aclarar el origen de los virus y la evolucién de las bacterias
proporcionan un mecanismo importante para la transferencia de genes entre
bacterias (transduccion) y suministra un modelo para la oncogénesis virica
ademas la conmutacion entre el estado lisogénico y vegetativo es util como
modelo en el estudio de diferenciacién.

Naturaleza de la Lisogenia.

La Lisogenia caracteriza numerosas cepas bacterianas recién aisladas a partir de
un medio ambiente natural. Estos cultivos lisogénicos contienen una escasa
concentracion de bacteri6fagos, que puede ser detectada gracias a que resulta
capaz de lisar otras cepas bacterianas relacionadas, llamadas cepas sensibles o
indicadoras.

v' Cuando una cepa bacteriana sensible es infectada por un
bacteriéfago temperado, puede producir dos tipos de respuesta.

v' Algunas de las células son lisadas por la multiplicacién del fago,
mientras otras son lisogenizadas.

v' Las cepas lisogénicas producidas de esta forma reciben el nombre
de la cepa sensible, seguida del nombre del fago lisogenizante entre
paréntesis: por ejemplo, Escherichia coli K12 (A). Como los fagos
temperados lisan tan solo una pequefa parte de las células
sensibles infectadas, producen halos con turbidez.

Las cepas bacterianas lisogénicas son facilmente detectadas realizando una estria
con ellas en medio sdlido y sobre una cepa sensible al fago liberado: en tal caso
se observa una estrecha zona de lisis a los largo del borde de la cepa lisogenica.
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Dado que la Lisogenia no puede ser detectada, a menos que se disponga una
cepa sensible, es posible que muchas cepas bacterianas sean lisogénicas, pero
no se reconozcan como tales. Ademas numerosas cepas son lisogénicas para
diversos fagos.

Relacion con el ciclo de crecimiento vegetativo.

La Lisogenia fue reconocida a principios de los afios 20 pronto se cayo en
la cuenta de que las cepas lisogénicas no son simplemente cultivos bacterianos
contaminados por fagos, puesto que el fago no podia ser eliminado por clonaciéon
repetida de las bacterias o cultivando las células en presencia de antisuero
especifico de fago para prevenir la infeccidn celular por viriones existentes en el
medio. En 1925, Bordet reconocio que la capacidad para reproducir fagos era una
propiedad hereditaria de las células. Sin embargo la ruptura de las células
lisogénicas no produce fago infeccioso; por tanto el fago tiene que existir en las
células de una forma no infecciosa. No obstante, la capacidad de los cultivos
lisogénicos para producir virus sin lisis evidente siguié siendo desconcertante
hasta que Lwoft, en 1950 observando pacientemente el comportamiento de las
células aisladas en microgotitas, demostré6 que el fago es producido por una
pequefa proporcion de células: estas lisan y liberan fagos en un estallido
(induccion), lo mismo que las células infectadas por el fago T4. Las otras células
del cultivo no dan lugar a una infeccién productiva y se estima que son inmunes al
fago liberado.

El fago se adhiere a las células inmunes e inyecta su ADN, pero el ADN no se
multiplica y no causa lisis celular. Por lo tanto la inmunidad es diferente de la
resistencia, que segun lo indicado impide la absorcidn e inyeccion. Estos
experimentos aclararon que la Lisogenia implica una forma especial no infecciosa,
heredada de manera estable, del virus llamado profago asociada con la
inmunidad. En ocasiones el profago se desplaza subitamente hacia la forma
vegetativa y se reproduce después exactamente igual que un fago virulento. Lwoft
proporciono también una herramienta poderosa para el estudio de la Lisogenia al
demostrar que el desplazamiento desde el ciclo profagico al litico, normalmente es
un hecho raro podia ser inducido en todas las células de un cultivo por unos
determinados influjos ambientales, como una moderada irradiacion ultravioleta.

Estado lisogénico.
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Cuando una bacteria sensible es infectada por un fago temperado, el ADN
entrante puede escoger entre la multiplicacion vegetativa y la lisogenizacion. La
proporcion de células infectadas que son lisogenizadas puede variar desde un
escaso porcentaje hasta casi la totalidad, dependiendo tanto del sistema como de
las condiciones.

Inmunidad y Represion.

La inmunidad, que al principio fue considerada una derivacion simplemente
curiosa del estado lisogénico constituye su caracteristica mas importante, ya que
se debe a la represion de genes del fago. La represion puede ponerse de
manifiesto en las células lisogénicas por la demostracion de la ausencia de ARNm
correspondiente a las regiones vegetativas. Estos ARNm son sustituidos por
ARNmM de pequefio tamafio que transcribe parte de la regidén reguladora, el operon
de la inmunidad, de la cadena izquierda del ADN. Las células lisogénicas
contienen un represor de inmunidad, pero carecen de proteinas vegetativas,
justamente al revés que las células inducidas. El represor es especificado por el
gen cl, en la regién de inmunidad. Las mutaciones que alteran al represor impiden
la lisogenizacion, pero permiten el crecimiento vegetativo produciendo asi halos
transparentes.La inmunidad a la infeccibn exdgena es también el resultado de
represion: no es producida por el fago cl- y cuando se inducen células lisogénicas
normales se derrumba simultaneamente con la represion. En presencia de
represion, el ADN infectante cicliza, pero no replica sobrevive sobre muchas
generaciones celulares como un profago abortivo, que se transmite de manera
unilineal como los genes involucrados en la transduccion abortiva; puede ser
reconocido mediante apropiadas pruebas genéticas.

Especificidad de Inmunidad.

La inmunidad es altamente especifica: incluso fagos estrechamente relacionados
forman receptores cl de diferentes especificidades, y cada fago reconoce
exclusivamente el suyo propio. No se sabe que una mutaciéon puntual en un gen
receptor cambie su especificidad por la de un fago diferente, incluso uno muy
relacionado. Los recombinantes heteroinmunes que tienen la mayoria de las
propiedades genéticas de un fago, pero la inmunidad de otro, han desempefiado
un papel importante en la revelacién de los mecanismos de Lisogenia.®
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EL CICLO DEL PROFAGO.

Al producirse la lisogenizacién, el ADN vegetativo de A, de forma ciclica, se inserta
en el ADN celular en forma de profago. En cambio durante la induccion el profago
es separado para producir de nuevo un ADN ciclico vegetativo. Es decir, el ciclo
del profago constituye una via alterna en el ciclo vegetativo del ADN.

Localizacién y estado del profago en las células lisogénicas.

e La mayoria de los profagos se integran en un punto fijo del cromosoma
bacteriano. Los profagos son transferidos junto con el cromosoma Hfr en
los cruces bacterianos y su localizaciéon puede establecerse en el mapa
genético de las bacterias en relacion con los genes bacterianos.

e En E.coli los fagos A y otros fagos de tipo parecido se situan en un punto
fijo del cromosoma del huésped: p2 puede ocupar 9 puntos distintos, de los
cuales dos son elegidos de forma preferencial mientras que Mu puede
situarse en diversos lugares.

e Sin embargo, ciertos profagos, como por ejemplo P1, estan separados del
cromosoma en forma de plasmidos. En algunos casos, P1 debe
interaccionar con el cromosoma bacteriano, ya que da lugar a un tipo de
transduccion especializada.

e En las células lisogénicas, el ADN del profago puede detectarse mediante
hibridacién con ADN del fago marcado radiactivamente.

e Los profagos integrados estan conectados al cromosoma bacteriano por
enlaces covalentes: después de la desnaturalizacion del ADN el ADN virico
continua sedimentandose en un gradiente alcalino de sacarosa con el ADN
celular.

Multiplicacién del profago.

Mientras que la multiplicacién vegetativa del ADN del fago es autbnoma, es decir,
esta controlada por genes del fago, la replicacién del profago esta regulada por el
sistema que controla la replicaciéon del cromosoma bacteriano. Asi a 40°C ciertos
mutantes del fago termosensibles persisten en forma de profagos, aun cuando no
pueden iniciar la replicacién vegetativa ademas pruebas genéticas demuestran

e
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que un profago se duplica cuando un punto en crecimiento del ADN bacteriano
que se replica alcanza un lugar de integracion.

Insercion.

Los experimentos genéticos demuestran que el profago se inserta de manera
lineal en el cromosoma bacteriano. Los cruces de bacterias por profagos
genéticamente marcados dan lugar a un mapa de profagos lineal; sin embargo, el
orden de los genes esta permutado con respecto al mapa vegetativo. Champbell
explicaba esta permuta sugiriendo que en la lisogenizacién el ADN virico en forma
ciclica esta linealmente insertado en el cromosoma bacteriano por un
entrecruzamiento  reciproco simple que abre el anillo en un punto distinto de
aquel en que las terminaciones del ADN maduro se encuentran. La insercion
implica recombinacion entre un punto de unién del fago especifico en el ADN
vegetativo de A y un punto de unién del profago recombinantes situados a dos
extremos del profago.

Los experimentos con isotopos pesados han demostrado que la mayoria de los
profagos proceden del ADN replicado; no obstante el ADN del fago infectante
puede ser directamente integrado si se evita su replicacion. Dado que las
probabilidades de insercion de una molécula de ADN son escasas, varias
generaciones de células pueden intervenir entre la infeccidn y la aparicion de un
clon lisogénico.

La necesidad de una enzima especial en la insercion es evidente en los
experimentos con una capa parcialmente diploide de E.coli portadora de dos
puntos de unidén de A idénticos. Inicialmente A se integra a uno u otro punto con
igual y alta probabilidad. Sin embargo, después del que el primer profago ha
establecido la inmunidad, una nueva infeccidén A causa rara vez la integracion en el
punto vacante. Por el contrario, si el fago infectante es heteroinmune, pero tiene
el mismo punto de union es muy probable que se integre de nuevo en el punto
libre. Por lo tanto la insercion necesita un producto especifico por un gen que es
reprimido en las células lisogénicas. El gen es int porque los mutantes int- no se
integran.

La expresion de int es regulada con la del cl. Asi al comienzo de la infeccion es
estimulado por los productos cll y clll, que inician también la sintesis del represor
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cly tras el establecimiento del estado lisogénico int continla siendo expresado a
un bajo nivel porque su transcripcion es iniciada en un promotor privado, que es
independiente del producto N y no esta reprimido por el represor cl. En
consecuencia, la integracién puede producirse en las células bajo represion de cl.
La semejanza entre la regularizacion de int y cl coordina los dos principales
acontecimientos de la lisogenizacion: represion e integracion.

Escision.

La escision del profago queda explicada en el modelo de Champbell como una
inversion de la integracion, es decir, un entrecruzamiento reciproco entre los
puntos de union en los dos extremos de un profago, produciendo una molécula de
ADN ciclico de fago y un cromosoma bacteriano intacto. Dos predicciones de este
modelo se han verificado experimentalmente: la escisién de un profago en forma
de un anillo de ADN cerrado por covalencia, no duplicado, puede ser demostrada
si los genes del fago para la replicacién del ADN son inactivados; y la integridad
del ADN bacteriano tras la escisién es corroborada por los experimentos de
curacion revisados mas adelante. Sin embargo, estudios detallados han
demostrado que existen importantes diferencias entre insercion y escision.

Asi la escision necesita otra funcidén virica ademas de int, ya que algunos
mutantes de A se integran pero no cortan. Estos estan alterados en el gen xis,
adyacente a int. El producto int puede ser la enzima de recombinacién basica
tanto pata insercidn como la escision, y el producto xis haria entonces que se
adaptase a la configuracion diferente del punto durante la escision.

Transduccion abortiva.

e EI fragmento de ADN bacteriano introducido (el oxogenato) no siempre
sufre la insercidn parcial (por recombinacion) o la destruccion.

e Existe una tercera opcion la transduccion abortiva, en la que el exégeno
persiste y expresa la funcidon de sus genes; pero al carecer de un origen de
replicacion no puede multiplicarse es transmitido de forma unilineal, es
decir, desde una célula o solamente una de sus dos hijas.

e La transduccion abortiva es facilmente reconocida cuando un gen del
exogenato codifica para una enzima necesaria para el crecimiento en un
medio selectivo, ya que, si bien la cantidad es restringida por la herencia
unilineal, los transductantes abortivos prototréfico puede hacer
microcolonias en medio minimo que son detectables con aumento.
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e La proporcion entre microcolonias y megacolonias potrotréficas pone de
manifiesto que la transduccion abortiva es varias veces mas frecuente que
la correspondiente transduccion completa; de ahi la que la probabilidad de
integracion del exogenato es bastante pequefia.

e Las colonias prototroficas grandes ( que indican transduccion completa) se
forman por recombinacién entre dos mutaciones tanto si son alélicas como
si no; en cuanto las microcolonias de la transduccion abortiva estan
formadas por complementacion, lo que indica generalmente que las
mutaciones no son alélicas es decir que estan en genes diferentes. ’

Capa de lipopolisacarido
(membrana externa)

Peptidoglicano

Membrana —j\:““
citoplasmica

Figura 1.- (a) Particula no fijada. (b) Fijacién a la pared por fibras de la cola
interaccionando con el polisacérido. (c) Contacto entre la pared celular y las
espiculas de la cola. (d) Contraccion de la vaina de la cola e inyeccion del DNA

ADSORCION.

La unién inicialmente reversible del fago a los receptores se convierte rapidamente
en irreversible (es decir, el fago no puede ser desprendido) a una potencia iénica y
temperatura apropiadas.
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La adsorcion puede ser destruida por mutaciones bacterianas a la resistencia a los
bacteriéfagos. Estas mutaciones cambian los receptores y pueden cambiar
también la especificidad antigénica de las células; y al contrario si B/2es expuesto
a una fuerte concentracion de T2, mutantes de tipo de huéspedes raros (T2h)
pueden adherirse a B/2 e iniciar la multiplicacién virica. Mutantes similares
aparecen en la mayoria de los fagos.

Los mutantes de tipos de huéspedes desempefian un papel importante en el
desarrollo precoz de la genética de los bacteriofagos. Su seleccion ilustra la
conexidn entre la envoltura de los virus y de las células huésped.

Lugares viricos para la adsorcion.

e Todos los virones tienen una estructura especializada para la adsorcion.

e Los colifagos de tipo T-par es una estructura compleja: la fibra caudal. Asi
las fibras caudales aisladas se adhieren al mismo tipo de bacterias que el
bacteridéfago del que se derivaron vy el antisuero frente a las fibras inhibe la
adsorcion del fago.

e El viron adsorbido adquiere una posicion caracteristica con la cabeza
perpendicular a la pared celular. En los fagos RNA el lugar de adsorcion es
una molécula proteica simple.

e Los receptores de la célula huésped son a menudo polisacaridos complejos

con especificidad de unién con el fago y antigénica.

Mecanismo de penetracion del acido nucleico (inyeccion)

v Al acido nucleico generalmente asociado con algunas proteinas internas del
viron, es liberado de la capsida después de los viriones hayan sido
absorbidos de forma irreversible.

v Penetran a las células, aparentemente por lugares en los que las
membranas externas e internas estan en contacto y permanecen asociadas
con la membrana.

v El ADN liberado de los viriones esta protegido de las nucleasas de
membrana por las proteinas asociadas y por las modificaciones del ADN.

v Los fagos de tipo T-par tienen un mecanismo altamente especializado para
la liberacion de su ADN.

v" Cuando el tubo alcanza la membrana plasmatica, el ADN es expulsado. La
concentracion es el resultado de cambios de conformacion de cadena
iniciados por la adhesion de las fibras y las espiculas a la célula.

v' La placa basal hexagonal adquiere forma de estrella y se separa del tubo,
después la vaina se acorta y condensa.

v' La contraccion es un desplazamiento reciproco e irreversible de los
monomeros. Impulsado por la liberacion de energia potencial en los enlaces
que hay entre ellos.

Los virus pueden penetrar en las células animales mediante uno de los tres sistemas

siguientes:
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= membrana
plasmidlica

feceptores

acido nucleico

envoltura

con espiculas

@ Adsorcion La envollura y la membrana  Unicamente el dcido nucleico
plasmatica se fusionan del virién penetra en la célula.

(el desnudamiento tiene
lugar fuera de la célula
hospedadora),

Figura 2.-(a) La envoltura virica puede fusionarse con la membrana plasmatica celular
produciéndose el desnudamiento del virus. El &cido nucleico penetra dentro de la célula.

Acido m
nucleico 2 g
acido
- nucleico
b Adsorcian Fagocitosis Penctra el El desnudamiento tiene
D) virion completo lugar dentro de la célula.

Figura 3.- (b) Un virus envuelto puede sufrir un proceso de endocitosis, en cuyo
caso el virion completo penetra y se desnuda dentro de la célula.

membrana

plasmdtica

) ) receplores

acido nucleico i
cépsida

dcido
nucleico

o Adsorcion El desnudamiento tiene La ¢dpsida permanece en la
lugar fuera de la célula. superficie celular y el 4cido
nucleico penetra en la célula.
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Figura 4.- (c) La mayoria de los virus desnudos se adsorben a la superficie
celular. La capsida permanece unida en el exterior de la célula, desnudandose el
virus. El &cido nucleico penetra en la célulaCiclo virico de los fagos ADN

duplex.

1.-CONTACTO CON EL VIRUS.

e La adsorcidn se da en sitios especificos para un determinado fago.

e Se fijan en la pared celular, a fimbrias, pelos, flagelos. Este primer contacto
es reversible, con lo que obtenemos virus infectivos.

e Al poco tiempo se hace irreversible y no podemos recuperar fagos
infectivos porque han inyectado el ADN en la bacteria.

e El Rc celular para el fago suelen ser polisacaridos complejos con
especificidad de unién con el fago y antigénica. El fago lambda se adhiere a
una proteina transportadora de manosa.

2. INYECCION DEL ADN EN EL ESPACIO PERIPLASMICO.

e Cada tipo de virus tiene algo de especial.

o

o

0]

En los fagos complejos, la fijjacion se da a nivel de la placa o la
vaina, y la inyeccion depende del tipo de morfologia.

En el caso mas complejo, se da la penetracion del tallo por una
contraccion de la vaina

Es un proceso activo y usa ATP (hay unas 100 moléculas de ATP en
el viridn) y ATPasa virus especifica.

Después de la inyeccion, la bacteria repara la zona lisada.

Si son muchos los fagos que infectan la célula o el metabolismo de la
bacteria no esta al 100 %, la reparacion no se lleva a cabo y hay
debilitamiento de la pared celular y lisis de la bacteria (lisis desde
fuera) y no se forman fagos infectivos porque no hay replicacion.

El fago T7 inyecta siempre el genoma con la misma polaridad
(polaridad constante).

El fago T5 inyecta primero una serie de genes que se traducen en el
interior de la bacteria y permiten la entrada del resto del genoma.

La unién del fago produce cambios en la membrana plasmatica y
cambios en el metabolismo de la célula (se detiene el metabolismo
celular).

3. MULTIPLICACION DEL ACIDO NUCLEICO: FASE DE ECLIPSE.

La fase de eclipse es aquella en la que no podemos recuperar viriones infectantes,
después de lisar la célula. En el momento de la inyeccién del ADN hay inhibicion
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de la sintesis y del metabolismo bacteriano. EI DNA pasa al citoplasma y hay
induccion de enzimas que van a dirigir la sintesis fagicas. Comienza la
transcripcion en varias fases:

a) RNAm inicial:

0 son proteinas que van a intervenir en la sintesis del RNAm tardio y
en la sintesis de DNA virico.

0 Hay sintesis de "novo" proteinas como la dCTPasa (el fago G4 porta
su RNA poli); también se aprovecha de la maquinaria celular (DNA
poli, RNA poli, enzimas metilantes y glicosilantes, DNAasa):

o Proteinas fagicas que detienen la sintesis de RNA bacteriano, que
conducen al desplegamiento del DNA y su posterior degradacion.

o0 Proteinas que regulan la transcripcién virica.

0 RNA polimerasa que necesaria para la transcripcion de los genes
tardios (fago T7).

o Enzimas glicosilantes: unen un resto de glucosa a citosina.

o0 Enzimas metilantes que van a metilar las bases del DNA virico en las
dianas de restriccion presentes en el genoma (mecanismo de
proteccion del DNA virico).

o Esta senal sirve para evitar a las enzimas de restriccion de la

bacteria. En algunos virus esta atrofiado y a estos virus se los llama
virus confinados.

Estos virus pueden infectar a bacterias como Salmonella y Shigella que no tienen
este sistema de restriccion y si el sistema de metilacién. El virus, cuando infecta,
va a generar virus que pueden infectar a otras bacterias porque tienen el DNA
metilado, pero no van a poder generar viriones de nuevo porque no tienen
sistemas de metilacion (virus desconfinados).

0]

dCTPasa: hidrolizan el dCTP y dCDP, con lo que la citosina no
puede incorporarse al DNA virico y si se incorpora la citosina
glicosilada.

DNAasa que interviene en la rotura del DNA celular: cesa la
replicacion, transcripcion y sintesis bacteriana. Los fragmentos de
DNA celular que se forman se utilizan para sintetizar el DNA virico y
los RNAm. Ademas, la maquinaria virica cuenta el ARNr y ARNt de
la bacteria.

b) RNAm de genes medios:

o0 Sus productos son requeridos para la duplicaciéon del DNA y la
recombinacion.

c¢) RNAm tardio (codifica dos tipos de proteinas):
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1. Proteinascapsidales.
2. Proteinas enzimaticas del virus: lisozima que realiza la lisis
celular y las polimerasas.
0 La sintesis de DNA virico se realiza en el momento en el que se
sintetizan las proteinas iniciales.

4. MADURACION.

Comienza con una condensacion de las proteinas capsidales para formar la
procabeza. En esta procabeza entra el ADN para formar la cabeza, y a
continuacién van a fijarse la cola que se ha sintetizado por separado. Pueden
formar particulas vacias, colas, cabezas, etc. Todo el proceso esta controlado por
un sistema regulador del ADN féagico.

5. LIBERACION.

La pared bacteriana es atacada por una lisozima fagica de fase tardia que rompe
la pared bacteriana y libera particulas viricas completas e incompletas.

DNAbBe

capsida -—-——’5%\

Adsorciéon: [l fago T4 se une, X P
por su cola, a la region central placa  espicula
de una molécula de lipopolisacarido
en la membrana externa de fa ¢élula
hospedadora.

— cabeza

| _cola
envainadla ] a3

pared celular bacteriana
cromasoma bacteriano

L fibra g

7 mit— pared celular
membrana

plasmatica

Periodo de explosion: la célula se lisa,
liberando cientos de viriones.

Penetracion: la vaina de la cola
se conlrae, forzando al DNAbe
a penetrar en la célula. Las
proteinas viricas permanecen
uniclas a la sur)er;‘:e

contraccion

parte central

cie celular. de 12 cola

Maduracién: Los componentes de S 2
los nue\%:virinnes serzz):samblan. Periodo de latencia: El DNA del
fago hace que la célula hospedadara

simetice los componentes del virus.

Figura 5.- Ciclo virico de los fagos.
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Efecto de la union del fago sobre el metabolismo celular.

La unién de la cola del fago de tipo T-par sin expresién de genes virales, causa
una desorganizacion de la membrana plasmatica celular. EI aumento de su
permeabilidad permite que las pequefias moléculas se filtren al medio.
Alteraciones similares son producidas por la adherencia de fagos fantasmas y de
algunas bacteriocinas.

Estas alteraciones causan profundos cambios metabdlicos, incluyendo un cese
casi inmediato de sintesis proteica celular. En las células infectadas por fago las
alteraciones de la membrana y sus efectos metabdlicos son solo transitorios y son
rapidamente anulados por la incorporacién de varias proteinas especificas por
fagos en la membrana. Estas proteinas causan otros efectos hacen a la célula
resistente frente a la superinfeccion por fago del mismo tipo y frente a la lisis
desde fuera por fantasmas superinfectantes y causan fendmenos de inhibicion de
lisis.

El ciclo de la multiplicacion virica.

e El proceso de la multiplicacion virica, iniciando por la penetracion en el
interior de la célula del acido nucleico de los viriones parentales, es un
proceso secuencial que comprende muchos pasos que, al final, conduce a
la liberacion de los viriones hijos producidos en la célula.

e La secuencia de pasos se denomina ciclo de multiplicacion. Para el analisis
cinético de las distintas fases de este proceso se precisa un elevado
numero de células en las que la infeccion se produzca de forma sincrénica,
es decir, las células deben ser infectadas de forma simultanea, evitandose
una infeccion secundaria por la progenie del virus.

e Estas condiciones fueron obtenidas con facilidad en los estudios clasicos de
Delbruck, permitiendo que el virus infectase las células durante un corto
periodo de tiempo y evitando una infeccion posterior mediante diluciéon de la
mezcla virus-células o por adicion de antisuero especifico para el fago.

e Las células infectadas son en aquel momento liberadas del virus no
absorbido y del antisuero por centrifugacion.

e Es necesario seleccionar cuidadosamente la multiplicacién de la infeccion
(es decir el numero de viriones por célula) de acuerdo con las condiciones
del experimento, ya que si esa multiplicidades demasiado elevada, la
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replicacién virica puede ser anormal, mientras que si es demasiado escasa,
las células pueden seguir sin ser infectadas.

Como sea que no todas las particulas viricas se absorbe durante la breve
incubacion inicial, la multiplicacion de la infeccibn es controlada
determinando la proporcion de células productivamente infectadas. Estas
células son identificadas como centros infecciosos, es decir, células
capac6es de producir un halo en las pruebas habituales empleadas para el
virus.
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PRACTICA 2

ESTRUCTURAS DEL EMBRION DE POLLO Y SUS VIAS DE
INOCULACION.

OBJETIVOS.

e Adiestrar al alumno en el manejo de la técnica de la inoculacion de embridn
de pollo por las vias mas utilizadas.
e Conocer las diversas partes del embridn de pollo de 9 dias de incubacion.

INTRODUCCION.

Los virus pueden cultivarse en: células, embrion de pollo o en animales de
experimentacion. Esto nos permite conocer la patogenia de las enfermedades
virales y de la oncogénesis viral. En los laboratorios de diagndstico se identifica
parte del virus o bien a los anticuerpos que se producen en la respuesta inmune.
En los laboratorios de investigacion se cultivan virus como base de los analisis
detallados de la expresion y la replicacion virales.

La disponibilidad de células desarrolladas in vitro ha facilitado la identificacion, el
cultivo de virus recién aislados y la caracterizacion de los que ya se conocian.
Existen tres tipos basicos de cultivo celular:

Los cultivos primarios se efectuan mediante dispersion de células (por lo general
con tripsina) de tejidos huéspedes recién extirpados. En general no pueden crecer
mas alla de unos cuantos pasos en cultivo, como cultivos secundarios. Las lineas
celulares diploides son cultivos secundarios que han experimentado un cambio
que permite su cultivo limitado (hasta 50 pasos), pero que retienen su patrén
cromosdomico normal. Las lineas celulares continuas son cultivos capaces de
crecimiento mas prolongado, quiza indefinido, y que se han obtenido de lineas
celulares diploides o de tejidos malignos. Invariablemente tienen numeros
alterados e irregulares de cromosomas. El tipo de cultivo celular que se emplee
para cultivar virus depende de la sensibilidad de las células a ese virus en
particular.”
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CULTIVO EN ANIMALES.

La inoculacidon de animales de laboratorio con material infeccioso se utilizo, en el
pasado como primer paso para el diagnostico de una infeccion viral. Sin embargo,
actualmente no se utilizan en el laboratorio, ya que se requiere de bioterios
apropiados para su mantenimiento y existe regulacion muy estricta para la
justificacion de uso de animales, manipulacidén, numeronecesario de animales para
cada experimento y otras consideraciones. El animal mayormente utilizado es el
raton blanco; depende del virus por estudiar se utilizan adultos o recién nacidos.
Los ratones se utilizan principalmente, en el estudio de virus neurotrépicos como
La
intracerebral con un inoculo de 0.03 mL. Las inoculacion también puede ser

los virus coxsackie y algunos arbovirus. inoculacion es usualmente

subcutaneas, intramusculares o intraperitoneales, donde se pueden administrar
dosis mayores de inoculo.

Parametros que se deben tomar en cuenta: Sitio de inoculacion, la especie, edad
del animal y la patologia que se produce.

CUADRO 1. Uso de animales de laboratorio

ventajas

desventajas

El sistema permite aislar algunos virus
que no crecen en otros sistemas de
cultivo viral o son sistemas mas

sensibles.

Pueden ser portadores de virus que
producen infecciones latentes, por lo
que podria causar errores en el estudio
de aislamiento de un agente a partir de
una muestra clinica

Sirven como modelos para estudiar
patogénesis viral

El costo de mantener colonias sanas,
bien alimentadas y la infraestructura
necesaria para mantener los animales
sanos y enfermos separadamente.

Son un medio para estudiar el efecto de
antivirales

Los virus pueden crecer en hospederos
diferente, edad diferente, por lo tanto se
necesitaria mantener varias especies
las necesidades de

segun un

laboratorio de diagndstico viral.

e ——————
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Permiten la produccion de vacunas | Para algunos de los sitios de
contra algunas virosis como sarampion, | inoculacion se necesita experiencia, asi
rabia, fiebre amarilla. como también para identificar las
diferentes manifestaciones clinicas que

presentaran los animales inoculados.

Hoy la inoculacion en animales se realiza en las siguientes ocasiones:

a) Cuando se requiere aislar a un microorganismo patdégeno, bacteria, virus o
protozoos a partir de material contaminado, y no se puede realizar por
métodos artificiales.

b) Para completar la identificacion de una especie bacteriana, o clasificar a un
virus.

c) Para comprobar la atenuacién de una vacuna.

d) Para la valoracién de la eficacia terapéutica in vivode ciertos farmacos
frente a algunos microorganismos. Es insustituible para el estudio de la
patogénesis de ciertas enfermedades infecciosas.?

EMBRION DE POLLO.

La introduccién del embrion de pollo como sistema de aislamiento para virus,
resulto un avance significativo sobre el uso de animales que era el unico sistema
disponible.

En el afio 1911, Rous y Murphy utilizaron, por primera vez, la membrana
corioalantoidea para el estudio de los virus, pero no fue hasta 1931que por las
contribuciones de Goodpasture, utilizo embriones de pollo para el aislamiento de
virus y este fue uno de los métodos disponibles hasta el descubrimiento de los
cultivos celulares. Se utilizan embriones de 7 a 14 dias. Dependiendo del sitio de
inoculaciéon de la muestra, Se puede reconocer el crecimiento virico a los 2 0 5
dias por producir diversas alteraciones que identificamos.

La inoculacion en la cavidad amniotica o la cavidad alantoidea, el virus en
multiplicacion activa pasa el saco amnidtico y es posible detectarlo por
hemaglutinacion. Cuando la inoculacion se realiza en saco vitelino, se produce la
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muerte del embridn. Si la inoculacién tiene lugar en la membrana corioalantoidea,
se producen zonas con necrosis, pustulas y hemorragia identificables.

Los embriones de pollo son faciles de mantener en el laboratorio en grandes
cantidades a un costo relativamente bajo. Por otro lado, ofrecen un medio estéril y
practicamente libre de anticuerpos. Las unicas limitaciones que se presentan son
la baja susceptibilidad a la mayoria de los virus humanos.

Los huevos embrionados pueden inocularse utilizando diferentes métodos de
acuerdo con el agente que se pretende estudiar. 3

cascara

liquido alantoideo

A

camara
de aire

embrion

membrana corioalantoidea
liquido amniético
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Figura 1.- Estructura de un huevo embrionado.

DESARROLLO DE UN HUEVO EMBRIONADO.

Las estructuras mas importantes en orden de formacion de un huevo son:

La célula reproductiva femenina (oocyto) formada en el ovario de la gallina,
unida estrechamente a la yema y envuelta en la membrana vitelina.

La albumina o clara de huevo, envuelve a la yema y se adhiere al saco
vitelino.

Las membranas de la cascara son dos, la interna y la externa unidas
estrechamente, excepto en el extremo mas ancho, donde se separan para
formar la camara de aire.

La cascara y la cuticula son envolturas rigidas compuestas de cristales
irregulares de calcita llena de poros, que se extienden en toda la superficie
y permite el intercambio gaseoso.

Las membranas embrionarias:

Saco vitelino con su endotelio vascular, por el cual se nutre el embridén. Sus
funciones son la formacién de sangre, absorcion de material nutritivo de la
yema y transporte de nutrientes del embrién.

Saco amnidtico se forma junto con el corion y envuelve al embrion. Este
saco membranoso y transparente se llena de un liquido incoloro, el liquido
amniodtico, que empieza a acumularse desde el 5 dia y alcanza su maximo
volumen(3-4 mL) al cabo del 13° dia.

La membrana corioalantoidea envuelve todo el ambiente intraembrionario.
La cavidad alantoidea esta llena de liquido alantoico que aumenta en
volumen de 1 mL al 7° dia a un méaximo de 4-10 mL en el 13° dia.?
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Figura 2.- Etapas de desarrollo de un huevo embrionado.

CUIDADOS DEL HUEVO EMBRIONADO.

Se deben utilizar incubadoras con temperatura 6ptima de 39.5°C, con humedad
relativa de 60%. Es mejor mantenerlos con la concentracion de oxigeno normal de
aire (2%) y se deben mover los huevos por lo menos dos veces diarias.

Los huevos se colocan con la parte ancha hacia arriba, es el extremo por donde
nacen los pollos y por lo que se hacen la mayoria de las inoculaciones.
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VIAS DE INOCULACION DE UN HUEVO EMBRIONADO.

Siembra en Cavidad alantoidea

1.- Tomar el huevo y verificar su viabilidad.
2.- Desinfectar por medio de algoddn y alcohol yodado.

3.- Abrir un agujero en el centro de la cdmara de aire y otro encima del embrién,
con cuidado de que la zona no esté muy vascularizada.

4.- Observar con el ovoscopio, e introducir la aguja dirigiéndola hacia el embrion.
En este momento se hace la inoculacion.

5.- Cerrar los agujeros con esmalte de uias.

Liquido Alantoico
e —————

Liquido Amniotico

Figura 3.- Inoculacion en cavidad alantoidea.

Siembra enSaco vitelino.

El saco vitelino alcanza su maximo desarrollo al quinto o sexto dia de incubacion.
Es una cavidad empleada sobre todo para el crecimiento de rickettsias y
clamidias.
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1.- Localizar la camara de aire y verificar la viabilidad del embrion.

2.- Limpiar con alcohol yodado. Perforar con el punzén en el centro de la camara
de aire.

3.- Con la ayuda de una jeringa de tuberculina provista de aguja 26 larga (pulgada
y media), introducir el inoculo (0.5 mL). La aguja se lleva hasta % de su longitud.
Inocular lentamente.

4.- Cerrar el agujero con esmalte de ufias. Incubar a 36°C

Liquido Alantoico

Figura 4.- Inoculacion en saco vitelino

Siembra en Membrana corioalantoidea

Su empleo se restringe a aquellos virus que producen lesiones (pocks) en forma
de placas tales como poxvirus y herpes simplex.

1.- Verificar la viabilidad del embridon y marcar la camara de aire. Con ayuda del
punzon perforar un agujero en el centro de la camara.

2.- Localizar el embrién y marcar su posicion.

3.- Colocar el huevo horizontalmente y darle vuelta para escoger una zona
contraria a la posicién del embridn. Con la ayuda del punzén tratar de levantar
una pequefia porcion de la cascara con sumo cuidado, para evitar la hemorragia

e
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4.- Depositar unas gotas de su inoculo sobre ese agujero y ejerce succién con
ayuda de una pera pegada al agujero de la camara de aire. Las gotas penetran y
se produce la caida de la membrana corioalantoidea formando una camara
artificial.

5.- Restituir la cascara y pegar un pedazo de cinta adhesiva.

6.- Incubar los huevos en forma horizontal en la incubadora a 36°C por 4-5 dias.

‘ Membrana
Coriolantoidea

Figura 5.- Inoculacion de membrana corioalantoidea.

Apertura del huevo

1.- Quebrar, de un golpe, la camara de aire. Con pinzas eliminar la cascara.

2.- Con las mismas pinzas estériles, romper la membrana de la cascara y la
corioalantoidea, jalar la membrana corioalantoidea con el objeto de sacarla. Ahora,
tratar de tirar con la ayuda de las pinzas y tijeras el saco vitelino (amarillo) para
depositarlo esteriimente en una placa Petri. En clase se puede inocular un
colorante en vez de un microorganismo y luego se sacara el embrion después de
quebrar la cascara, con el objeto de ver el saco vitelino teiido. El colorante no
debe aparecer en ningun otro lugar.
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Figura 6.- Embridn en caja petri después de la apertura.

Cosecha del liquido amnidtico.

1.- Eliminar toda la cascara de la camara de aire en iguales condiciones que las
sefaladas para la técnica de la cavidad alantoidea.

2.- Recoger el liquido alantoideo.

3.- Con una pipeta pasteur punzar el embridon que se tiene a la vista y retirar el
liquido de cavidad que contiene el embrién. El liquido (unos 2 mL) debe salir

trasparente. Colocarlo en un tubo estéril marcado y congelarlo a -70°C hasta su
uso posterior.® Cliniva R

Liquido Alantoico Liquido Amniético

Figura 4.- Inoculacion en liquido amnidtico.
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Cuadro 2 Ejemplos para inocular algunos virus en un embrion de pollo. *

MEMBRANA

EMBRION

(dias)

CANTIDAD DE
INOCULACION

SIGNOS DE
CRECIMIENTO

Alantoidea

Influenza

New Castle

Aviadenovirus

9-12

0.1-0.2 mL

Hemaglutinacion

Amnidtica

Parotiditis

influenza

0.1-0.2 mL

Muerte

Hemaglutinacion

Saco vitelino

Herpes simplex
Neumonia

rickettsias

Corioalantoidea

Herpes simplex

Poxvirus
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MATERIAL POR EQUIPO.

¢ Un ovoscopio

¢ Cinco embriones de pollo de 9 a 10 dias
e Algododn 100 gr

e Cinco jeringas de un mL

e Cuatro agujas del numero 27

e Una aguja del numero 27

¢ Un aguja del numero 22 larga

e Azul de metileno 10 mL

e Un lapiz de numero 2

e Barniz de uias transparentes, un frasco
e Pinzas de diseccion

e Tres cajas de petri

e Lugol 50 mL

METODO.

A. Estructura Normal
1.- lluminar con el ovoscopio el embridn de pollo, identificando y marcando la
camara de aire y la mancha ocular.
2.- Cortar el cascaron a la altura de la camara de aire, procurando que no queden
bordes filosos.
3.- Depositar el contenido del embrion en una caja petri.

4.- |dentificar las estructuras del embrion de pollo de 9 dias.

B. Inoculacién de la Membrana Corioalantoidea.
1.- lluminar con el ovoscopio el embrion y marcar la camara de aire.
2.- Dividir imaginariamente al embrién en tres partes, al final del primer tercio
sefalar el punto de inoculacién entre los vasos sanguineos.
3.- Perforar sobre la camara de aire y el punto de inoculacion.
4.- Succionar con una boquilla por el orificio de la camara de aire. Se debe formar
una camara mas menos 1 cm de diametro.
5.- Con una aguja del 27 corta depositar 0.1 mL del colorante.

**cuide de no perforar la membrana corioalantoidea™*
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Membrana
Coriolantoidea

/ Camara Aire

Liquido Amniético

C. Inoculacion en saco vitelino.
1.- lluminar con el ovoscopio el embrion y marcar la camara de aire.

2.- Coloque el embrién en plano horizontal y localice el saco vitelino (mancha

obscura y densa).
3.-Introducir una aguja del 22 larga verticalmente a través de la camara de aire y

depositar 0.1 mL del colorante.

Liquido Alantoico

D. Inoculacion de la cavidad Alantoidea
1.- lluminar con el ovoscopio el embrion y marcar la camara de aire y marcar un

punto en la cima.
2.- Aproximadamente 5 mm. Por debajo de la camara de aire localice una zona

libre de vasos y del lado opuesto al embrion marcar el punto de inoculacién.

R
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3.- Perforar los puntos marcados e inocular 0.1 mL, de colorante con una aguja del

27 corta.
4.- La inoculacion se puede realizar también a través de la camara de aire con una

aguja del 22 larga.

Liquido Alantoico

Liquido Amniotico

E. Inoculacion en cavidad amniotica.
1.- lluminar con el ovoscopio el embridn y marcar la camara de aire y marcar un
punto en la cima.
2.-Marcar el punto de inoculaciéon exactamente donde se ve el embrién (localizar
las manchas oculares).
3.- lluminar el embrién se inocula con la aguja del 22, 0.1 mL del colorante

Notas:
Después de cada inoculacion ilumine al embridén y haga sus observaciones.
Después de cada inoculacién vacie el embrion en una caja petri y haga sus

observaciones.
Camara Aire

Liquido Alantoico Liquido Amniotico
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RESULTADOS.
e Después de cada inoculacién ilumine al embrién y haga sus observaciones.
e Después de cada inoculacion vacié el embrién en una caja de petri y haga
sus observaciones realizando los esquemas respectivos.

Inoculacién observaciones

Membrana corioalantoidea

Saco vitelino

Cavidad alantoidea

Cavidad amniotica
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GUIA DE ESTUDIO.

Medios de cultivo para virus

Virus que se pueden inocular en embrion de pollo
Estructura del embridn de pollo

Etapas de crecimiento del embridn de pollo

Vias de inoculacidn en el embrion de pollo
Importancia del cultivo de virus

CUESTIONARIO.

—

¢, Qué otros tipos de cultivos se cuentan para desarrollar virus?

Ademas del desarrollo de virus ¢Qué otra utilidad tienen los cultivos
virales?

¢ Qué ventajas o desventajas tiene el uso del embrién de pollo?

¢ Qué tipos de virus se pueden inocular en cada una de las partes del
embrion de pollo?

¢ Qué factores influyen en el desarrollo del virus en embrién de pollo?

¢ Qué efectos causa la inoculacién de un virus en un embrién de pollo?

¢En qué semana de gestacion del embrién de pollo se debe inocular y
porque?

¢ Como se realiza la recolecciéon del virus en las diferentes vias de
inoculacion?

¢Cuales son los signos de crecimiento que desarrolla un embridn
infectado?

10.Indique ventajas y desventajas de otros medios de cultivo diferentes a

delembrion de pollo.
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ANEXO DE LA PRACTICA 2.ESTRUCTURAS DEL EMBRIONDE
POLLO Y SUS VIAS DE INOCULACION

Cultivos celulares.

El cultivo celular o cultivo de tejidos , como también le llaman, tiene su
origen en el siglo XIX, como un método para el estudio del comportamiento de las
células animales libres de las variaciones sistémicas ocurridas dentro del
organismo durante su normal homeostasis y bajo el estrés de un experimento.
Estas técnicas iniciaron con el cultivo de fragmentos no disgregados de tejidos, los
cuales restringian la mitosis de las células cultivadas y por tanto su crecimiento.
Después se realizaron cultivos con fragmentos no disgregados de tejidos, los
cuales aumentan el crecimiento celular en cultivo ya que se utilizaban células
dispersas; esto fue un gran avance y provoco una explosiva expansién en esta
area desde los afos 50.

Evoluciéon de los cultivos celulares.

El cultivo de células tuvo su origen en el siglo XIX. Rechlinhausen en 1866,

mantuvo vivas células sanguineas de anfibio, pero fue la utilizacién de bloques de
agar con plasma coagulado(soporte y alimento) el inicio del cultivo de células in
vitro . El desarrollo del cultivo de células de vertebrados se inici6 con las
observaciones de Roux (1885) en cultivos de células de embrion de pollo;
posteriormente Harrison (1907) cultivdé tejido nervioso de rana el cual mas
adelante fue reemplazada por plasma de pollo (Burrows, 1910); posteriormente, se
aplico esta técnica para el estudio en animales de sangre caliente (Carrel, 1912).
Una serie de innovaciones como el desarrollo de medios de cultivo (Eagle, 1955),
el uso de antibidticos, las técnicas de tripsinizacion para el pasaje de células
(Moscona y Moscona, 1952) y la suplementacién del medio con suero fetal bovino,
permitieron el desarrollo y aplicabilidad de los cultivos de células de origen
vertebrado.
El empleo de técnicas de fusion celular (Barski, 1960; Littlefield, 1964) establecié
las bases de la genética de células somaticas para el analisis de especies
animales (incluyendo al hombre); igualmente la técnica de anticuerpos
monoclonales (Kohler y Milstein, 1975) ha permitido estudios en inmunologia y su
aplicacién a nivel terapéutico.

En la actualidad, pueden cultivarse en el laboratorio células procedentes de una
amplia gama de tejidos y organismos diferentes. En un principio, el objetivo
principal era el estudio de las propias células, como crecen, qué necesitan para su
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crecimiento, como y cuando dejan de crecer. Este tipo de estudios tiene hoy un
gran interés cientifico, por ejemplo, en relacion con investigaciones sobre el ciclo
celular, el control del crecimiento de células tumorales y la modulacion de la
expresion genética. Otra area de gran interés se centra en la biologia del
desarrollo. Los esfuerzos para explicar como el gran numero de células presentes
en organismo maduro derivan de una sola célula a partir de la fertilizacion han
llevado a la busqueda de modelos experimentales.

El cultivo celular es muy adecuado como modelo para el estudio del desarrollo y la
diferenciacion, por lo que las lineas celulares que conservan la capacidad de
diferenciarse in vitro son objeto de un intenso estudio. Por ultimo, hay cierto tipo
de investigaciones que no pueden realizarse sin el cultivo de células, por ejemplo,
el trabajo con animales transgénicos, conduce a que organismos maduros
expresen genes nuevos, se basa totalmente en las técnicas de cultivo celular para
la insercidon de genes extrafios en las células receptoras. Asi mismo, la tecnologia
de la fusion celular y los ensayos de citotoxicidad son técnicas de cultivo celular
que, en cierto modo, han sido disefiadas para sustituir a la metodologia in vivo
(Cohen, 1995).

In vivo

Hervias survisalos

Mervia radial
Mervia mediam

1
Nervia TIbIal
pasteriar

Figura 1.- Tipos de cultivos celulares.

Biologia del cultivo celular.

La validez de un cultivo celular como modelo de funcién fisioldgica in vivo
ha sido criticado, ya que se presentan problemas de caracterizacion por la
alteracion del desarrollo celular; la proliferacion in vitro no se presenta de igual
manera a la de in vivo, debido a la reduccion de la relacion célula-célula y la
interaccion matriz-célula por la no presencia de la heterogeneidad y la estructura
tridimensional de las células hallada in vivo, ademas porque el medio hormonal y
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nutricional se ve alterado. Esto crea un ambiente que favorece la difusion,
migracion y proliferacion de células no especializadas, pero no a la expresion de
funciones diferenciadas. La provision de un ambiente apropiado, nutriente,
hormonas y sustratos son fundamentales para la expresion de funciones
especializadas.

En un cultivo celular la mayoria de las células crecidas a partir de un tejido solido
disgregado o de un subcultivo tienen la capacidad de adherirse en monocapa,
transformarse o anclarse independientemente. Esta adherencia celular es
mediada por receptores celulares especificos de superficie en la matriz
extracelular y la dispersion celular podria ser precedida por la secrecion de
proteinas de matriz extracelular y proteoglicanos por parte de la célula. Las células
se pueden anclar y difundir en el vidrio donde se cultivan por medio de ligeras
cargas negativas y al plastico, como el poliestireno, si tienen una propiedad o
tratamiento con descargas eléctricas o con radiacion ionizante de alta energia. El
cultivo en vidrio o plastico provee condiciones favorables para el crecimiento y
anclaje celular.

El crecimiento de las células en un cultivo celular primario depende de la
supervivencia de éstas a las diferentes técnicas de disgregacion y a la capacidad
de adherirse al sustrato o de sobrevivir en suspension. Si el cultivo primario es
mantenido por pocas horas podria ocurrir un paso de seleccion futuro. Las células
capaces de proliferar podrian aumentar, otros tipos de células podrian sobrevivir
pero no aumentar y otras podrian ser capaces de sobrevivir en condiciones
especiales. Ademas el crecimiento celular va ligado al espacio del cultivo, ya que
unas células detienen su crecimiento, mientras que otras lo incrementan.

Se cultivan células de plantas, animales y humanos en un caldo de cultivo en el
laboratorio. Las células de humanos y tejidos se pueden obtener de biopsias, post-
mortem, placentas o de procedimientos quirurgicos. Se pueden cultivar una amplia
variedad de cultivos de células, asi como células de cancer y sangre humanas
para investigar como los virus provocan infecciones; las células de la placenta
humana se pueden utilizar para probar si los medicamentos pueden atravesar la
placenta, o células de las articulaciones humanas para estudiar medicamentos
contra el reuma.

Los cultivos de células y tejidos pueden ser altamente sensibles a las sustancias
quimicas y permitir a los investigadores estudiar partes del cuerpo
especificamente identificadas. Se han utilizado cultivos de células en
investigaciones para el cancer, el Parkinson, SIDA, desarrollo de medicamentos,
toxicidad y Alzheimer.
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Son el producto de la coleccion de células vegetales o animales de diferentes
organos, colocadas en condiciones especiales propicias para su sobrevivencia y
multiplicacion, manteniendo para esto todas sus funciones metabdlicas de una
manera semejante a las que tenia en el huésped.

Los cultivos de células animales se han clasificado de acuerdo a su capacidad de
anclaje (adherencia), y asi han sido aisladas recientemente de un 6rgano
determinado o si provienen de células que han sufrido modificacion.
De acuerdo a su capacidad de adherencia o no a una superficie determinada
pueden crecer formando monocapa o en suspension respectivamente, lo que esta
muy asociado con el tipo de célula de la cual derivan: por lo general las células
provenientes de organos, crecen en monocapa; igualmente existen células que
pueden crecer indistintamente tanto en monocapa como en suspension, ejemplo
son las células HelLa que son células transformadas derivadas de cultivos en
monocapa.

Cultivo primario:proviene de células que han sido disgregadas de un tejido
original tomado de un 6rgano de un animal recién sacrificado.

Lineas celulares: se obtienen cuando el cultivo primario es sometido a procesos
de transformacion que le confiere capacidad ilimitada de multiplicacion.

Cultivos secundarios: EIl cultivo primario genera otro tipo de células que se

pueden separar.

Cocultivo: En el cultivo coexisten dos tipos de células de linajes diferentes que se
pueden separar. °

TIPOS DE CULTIVO CELULAR.
a) Cultivos en monocapa.

Las células exhiben una variedad de "comportamientos sociales",
permitiendo la formacién de una monocapa que cubrira la correspondiente
superficie de crecimiento (confluencia), lo que hace que su multiplicacién sea
inhibida cuando establecen contacto entre si (quiescencia).

Las células provenientes de cultivos primarios son las que mejor crecen en ésta
condicion, dada su estabilidad genética y su naturaleza diploide normal.
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Los recipientes para el cultivo de células estacionarias son cajas de Petri, frascos
para el cultivo de tejido (Roux), entre otros, que pueden ser de material de plastico
o de vidrio previamente tratado y su desprendimiento para transferirlas a
superficies mayores se realizan con agentes proteoliticos como la tripsina.

b) Cultivos en suspension.

Las lineas celulares que provienen de cultivos primarios con requerimiento de
anclaje a superficies, tienen la propiedad de crecer de manera estacionaria o en
suspension después de un periodo de adaptacion.

Existe evidencia experimental que los sistemas en suspension también requieren
de matrices que son macromoléculas, que sirven de protectores a la superficie
celular; éstas macromoléculas se encuentran en el suero, el cual contribuye
igualmente con el medio de cultivo, proporcionando un sistema balanceado de
nutrientes. Dentro de éstas matrices esta el Methocel, esencial para el crecimiento
de cultivos en suspension.

Aunque el cultivo estacionario es ideal cuando se busca la elaboracion de
productos extracelulares, el cultivo en suspension es deseable cuando los
productos son intracelulares o cuando se presentan problemas con la capacidad
de anclaje de un determinado tipo de célula.

El proceso de cultivo continuo ofrece factores econdmicos decisivos (utilizacién de
mejores equipos, reducida manipulacion) cuando se trata de producir cultivos a
una mayor escala de operacion.

c) Cultivos primarios.

Los cultivos primarios tienen caracteristicas especiales que los diferencian
de las lineas celulares: conservan la morfologia de las células del érgano del que
fueron aisladas, sus cromosomas tienen un numero diploide (2n), su crecimiento in
vitro es limitado y hay inhibicion por contacto.

El estar mas cercanas a las células que las originaron, se ve reflejado en una
mejor actividad y funcionalidad similar a su ambiente natural, por lo que en
aislamientos primarios de cepas virales éstas tienen mayor sensibilidad que una
Linea Celular ya establecida. Igualmente para la produccion de vacunas los
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cultivos primarios son recomendables por tener una baja probabilidad de que se
transformen en malignos.

Dentro de las desventajas esta la de una mayor probabilidad de presentar virus
adventicios o latentes, lo que implica el desarrollo de la adecuada tecnologia para
el control de calidad.

d) Lineas celulares.

Las Lineas Celulares continuas estan formadas por células que se
diferencian genética y morfolégicamente de las células de las cuales se originaron.
Pueden provenir de células que se derivan de tumores o de un proceso de
transformacion de un cultivo primario mediante transfeccién con oncogenes o con
tratamiento con carcinogenéticos, lo que les confiere un nuevo fenotipo.
Este tipo de cultivo tiene la caracteristica de no tener inhibicién por contacto y de
crecer de manera indefinida. El paso de un cultivo primario a linea se denomina
transformacion.

Una transformacion puede inducirse fisiolégicamente (interaccion celular,
polaridad) a través de hormonas como la hidrocortizona o utilizando inductores no
fisiolégicos como el DMS.

e) Cultivos tridimensionales.

Son aquellos que buscan mantener la caracteristica o arquitectura del tejido
in vivo. Los sistemas tridimensionales permiten estudiar la proliferacion vy
morfologia epitelial y su interaccion con otras células como son las del tejido
conectivo; igualmente con ellos se puede evaluar el efecto de sustancias que
pueden influenciar en tales interacciones intercelulares. Actualmente se producen
Kits dérmicos comerciales con base en cultivos, que permiten evaluar la
citotoxicidad de componentes quimicos presentes en lociones, preservativos,
detergentes, perfumes, shampoos y solventes entre otros.
Los intentos de produccidon de éste tipo de cultivo van desde el uso de telarana
(Harrison, 1914), pasando por el crecimiento de explantes en esponja de celulosa,
(Leighton, 1951), asi como la utilizacion de fibras de silica (Curtis y Varde, 1964) o
de mallas de colageno hidratado (Elsdale 'y  Bard, 1972).
El método desarrollado por Bergenholtz (1977) es uno de los que mayor
informacion han dado en cuanto a visualizacion de morfologia celular. Mediante
éste sistema, se colocan trocitos de superficie epitelial sobre una membrana de
Millipore, sistema que se deposita sobre una plataforma y ésta en una caja de
Petri con medio de cultivo.
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f) Cultivo in vitro de tejidos vegetales.

Se ha utilizado como la opcidn para producir metabolitos secundarios
(Balandrin et al., 1985). Sin embargo, con excepcion de contados casos, la
identificacion de los tejidos vegetales, para producir callos o células en
suspension, se ve acompafada de una disminucién en su capacidad para producir
estos compuestos (Barz et al., 1977, Aird et al., 1988). No obstante esta dificultad,
los cultivos de células y 6rganos derivados de plantas productoras de metabolitos
secundarios son cada vez mas utilizados como modelos para estudiar la
biosintesis de compuestos con actividad farmacoldgica, asi como los mecanismos
que regulan su sintesis (Kutchan et al., 1991).
El cultivo de 6rganos permite la ampliaciéon de un cultivo de células de tejido no
disgregadas a un cultivo tridimensional que muestre en algo o en todo las
caracteristicas histologicas de los tejidos in vivo, para esto se utiliza un medio con
interfase liquido gaseosa.

El cultivo de cortes de tejido el cual utiliza fragmentos de tejidos colocados en
vasos de vidrio o plastico con un medio con interfase liquida que va a promover la
migracion de las células cultivadas hacia un plano solido provisto de un sustrato
especifico para cada célula.

CLASES DE CULTIVOS I

| CELULARES
ORGANOS

TEJIDOS
L [ LINEAS CELULARES |

EXPLANTES CELULAS EN

PRIMARIOS | | susPENSION PRIMARIO-— | COCULTIVO |

| |

[ cLonar | [ sEcunpario

Figura 2.- Tipos de cultivos celulares.

El cultivo de células dispersas en suspension se refiere al cultivo de células
tomadas del tejido original, de cultivos primarios de células o de una linea o
cadena celular por disgregacion enzimatica, mecanica o quimica, este cultivo
necesita de una monocapa adherente o un sustrato sélido que le provea a las
células un medio adecuado para desarrollarse.
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Se realiza también el cultivo primario en el cual las células han sido reasociadas
para recrear la estructura tridimensional del tejido; esto realizado por perfusion y
por el crecimiento de una monocapa, la reagregacion en suspension, o la
infiltracion de una matriz tridimensional como el colageno.
En la actualidad se estan realizando cultivos que permiten la recombinacion de
células de diferentes linajes como los queratinocitos de la epidermis en
combinacion con los fibroblastos de la dermis; a estos cultivos se les denomina
cocultivos (Frashney, 1995). Dentro de estos cultivos encontramos los cultivos de
neuronas y astrocitos en conjunto, en los cuales se ha confirmado el ciclo de la
glutamina-glutamato por medio de andlisis de los is6topos del glutamato y la
glutamina, donde la glutamina es producto de los astrocitos y el glutamato y el
aspartato producto de las neuronas. Ademas, se ha estudiado el acetato en estas
células, el cual es metabolizado por ambas células, neuronas y astrocitos (Brand,
1997).

El cultivo de células transformadas generalmente se obtiene por la inyeccion de un
carcinégeno, después de una serie de cultivos alternados y pasaje por animales
(Benda, et al., 1968; McMorris, et al., 1973). Estas lineas celulares son capaces de
desempeniar sus funciones érgano especificas generalmente durante el periodo de
un ano. La forma de estas células depende en gran parte, de las condiciones del
cultivo utilizadas. Las células que crecen en cultivos en suspension son casi
siempre redondas con pocas prolongaciones. Sin embargo, cuando las células de
origen cerebral crecen sobre superficies planas muestran una diversidad
morfoldgica notable, con prolongaciones celulares y neuritas, que se forman con
facilidad, mientras que los cuerpos celulares adoptan una forma alargada (ATCC,
1992; Benda, et al., 1968).

Ventajas del cultivo celular.

Las dos principales ventajas cuando se utilizan los cultivos celulares son: el
control del medio fisicoquimico, a saber, pH, temperatura, presién osmotica,
tensién de oxigeno (O2) y gas carbdnico (CO2) de las células cultivadas vy, las
condiciones fisiologicas que deben ser constantes. La mayoria de las lineas
celulares requieren para su buen desarrollo de suplementos en el medio en que se
cultivan, ejemplo de esto es el suero, el cual provee infinidad de elementos como
hormonas y otras sustancias reguladoras (Borg, et al., 1985). El control del medio
fisicoquimico y de las condiciones fisioldgicas permiten el cultivo de células
especificas.

Los cultivos de células permiten someter a las mismas a una baja y definida
concentracion de reactivos asegurando un acceso directo en ellas, lo que ahorra
en un 90% lo requerido para la inyeccion del reactivo in vivo, su excrecion y su
posterior distribucion a los tejidos en estudio. Aunque los estudios in vivo resulten
mas econdmicos que los in vitro son descartados porque el uso de la
experimentacion en animales resulta cuestionado en aspectos legales, morales y
eticos.

Permiten el estudio del transporte y la utilizacion de metabolitos.
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Desventajas del cultivo celular.

Las técnicas de cultivo celular necesitan unas estrictas condiciones de
asepsia porque las células animales crecen menos rapido que la mayoria de los
contaminantes comunes como las bacterias, los mohos y las levaduras. Ademas
las células precedentes de animales no pueden desarrollarse en medios de
cultivo, por lo que es necesario agregar a los medios suplementos como suero,
plasma y fluidos intersticiales, entre otros para de una manera u otra proveer a las
células cultivadas un medio semejante al in vivo (Freshney, 1995).
Una mayor limitacion en el cultivo de células es el gasto de esfuerzo y materiales
para la produccion de una pequefa cantidad de células o de tejido. Los costos de
producir células en cultivo son diez veces mas que el uso de tejido animal, ya que
se invierte bastante en ensayos o procedimientos preparativos que pueden ayudar
en la estandarizacion del proceso reduciendo tiempo de manipulacién, volumenes
de muestra, tiempos de centrifugacién, etc. (Brand, et al., 1997).
En los cultivos celulares se dificulta relacionar las células cultivadas con las
células funcionales ubicadas en el tejido del cual son derivadas, esto por que en la
mayoria de los casos presentan propiedades muy diferentes; para esto es
necesario utilizar marcadores de células los cuales van a ser de gran ayuda en el
momento de caracterizarlas en cultivo porque van a garantizar que las células
crecidas en cultivo son las mismas que se sembraron y no otras. Ademas, suelen
presentarse problemas de inestabilidad genética cuando se realizan varios pases
de cultivos de células no transformadas, lo que va a originar una gran
heterogeneidad en el crecimiento de las células y en su diferenciacion (Driscoll, et
al., 1993).

Usos de los cultivos celulares.

e Para el estudio de células especificas, como crecen, qué necesitan para
su crecimiento, cobmo y cuando dejan de crecer, como es su bioquimica.
Para investigaciones sobre el ciclo celular, el control del crecimiento de
células tumorales y la modulacién de la expresion genética.

Para la busqueda de modelos experimentales en estudios de la biologia
del desarrolloy la diferenciacion celular.

Técnicas de cultivo celular para la insercion de genes extrafios en las
células receptoras (animales transgénicos).

La tecnologia de la fusién celular y los ensayos de citotoxicidad son
técnicas de cultivo celular.’
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PRACTICA 3

HEMAGLUTINACION VIRAL E INHIBICION DE LA
HEMAGLUTINACION VIRAL

OBJETIVOS.
e Aprender el manejo y aplicacién de la técnica de microhemaglutinacion
viral.
e Realizar la titulacion del virus mediante la técnica de microhemaglutinacion
viral.

e Determinar el titulo de anticuerpos anti HA mediante la prueba de Inhibicion
de la hemaglutinacion viral

INTRODUCCION.

Cuando las reacciones de aglutinacion implican la aglutinaciéon de eritrocitos las
reacciones se denominan hemaglutinacion. Estas reacciones, en las que
participan los antigenos de superficie de los eritrocitos y sus anticuerpos
complementarios, se utilizan de modo sistematico en la determinacion del grupo
sanguineo y en el diagndstico de la mononucleosis infecciosa.

Ciertos virus, como los que causan parotiditis epidémica, sarampion y gripe, tiene
la capacidad de aglutinar eritrocitos sin una reaccién antigenos-anticuerpo; este
proceso se denomina hemaglutinacién viral.

Eritrocitos Virus Hemaglutinacion

Figura 1.-Hemaglutinacién viral. La hemaglutinacion viral no es una reaccion
antigeno- anticuerpo.
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Este tipo de hemaglutinacion puede ser inhibida por los anticuerpos
queneutralizan al virus aglutinante. Las pruebas diagnosticas basadas en estas
reacciones antigeno-anticuerpo son las siguientes:

Reacciones de neutralizacion.

La neutralizacién es unareaccién antigeno anticuerpo en la cual los efectos
perjudiciales de una exotoxina bacteriana o de un virus pueden ser bloqueadas
por anticuerpos especificos. Estas reacciones se describieron por primera vez en
1890, cuando los investigadores observaron que el suero inmune podria
neutralizar las sustancias toxicas producidas por el patégeno que causa la difteria,
Corynebacterium diphtheriae. Esta sustancia neutralizante, denominada antitoxina,
es un anticuerpo especifico producido por un hospedero cuando responde contra
una exotoxina bacteriana o su toxoide correspondiente(toxina inactivada). La
antitoxina se combina con la exotoxina para neutralizarla.

Estas aplicaciones terapéuticas de reacciones de neutralizacion condujeron a su
empleo como pruebas diagnosticas. Los virus que exhiben sus efectos citopaticos
(dafo celular) en cultivos celulares o en huevos embrionados pueden utilizarse
para detectar la presencia de anticuerpos neutralizantes virales. Si el suero que se
va a evaluar contiene anticuerpos contra el virus particular, los anticuerpos
impediran que el virus infecte las células del cultivo celular o los huevos y no se
observaran efectos citopaticos. Estas pruebas, conocidas como pruebas de
neutralizacion in vitro, pueden utilizarse tanto para identificar un virus como para
determinar el titulo de anticuerpos antivirales. Comparativamente, la realizacién de
estas pruebas es compleja y cada vez se las utiliza menos en los laboratorios
clinicos modernos.

Una prueba de neutralizacion utilizada con mas frecuencia es la prueba de
inhibicion de la hemaglutinacion viral. Esta prueba se utiliza para el diagnostico de
gripe, sarampién, parotiditis epidémica y varias otras infecciones causadas por
virus que pueden aglutinar eritrocitos. Si el suero de una persona contiene
anticuerpos contra estos virus, estos anticuerpos reaccionaran con los virus y los
neutralizaran. Por ejemplo, si la hemaglutinacion se produce en una mezcla de
virus del sarampién vy eritrocitos; pero no sucede cuando se agrega suero del
paciente a la mezcla, este resultado indica que el suero contiene anticuerpos que
se unieron al virus del sarampidn y lo neutralizan.
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Eritrocitos Anticuerpos antivirales Virus Virus neutralizados
del suero y hemaglutinacién inhibida

Figura 2.-Prueba de hemaglutinacién viral para detectar anticuerpos contra un
virus. Estos virus normalmente causan hemaglutinacion cuando se mezclan con
eritrocitos. Si hay anticuerpos contra el virus, como se muestra aqui, neutralizan e
inhiben la hemaglutinacion.

Los acidos nucleicosde muchos virus codifican proteinas de superficie que
aglutinan eritrocitos de varias especies. EI fendmeno se emplea con mucha
frecuencia para el diagnostico de infecciones causadas por ortomixovirus,
paramixovirus y los arbovirus-togavirus (incluido el virus de la rubeola), flavivirus y
bunyavirus. La presencia del virus en cultivos celulares infectados pueden
detectarse por hemaglutinacion; la identidad del virus o de los anticuerpos
presente en el suero de un paciente pueden determinarse por la inhibicién
especifica de esta hemaglutinacion. Aunque los virus de la gripe pueden
detectarse por hemadsorcion, la tipificacién del aislamiento mas eficiente se logra
por la inhibicion de la hemaglutinacion. Los reactivos y las condiciones de la
prueba varian segun el virus.

La reaccién de las hemaglutininas virales con los eritrocitos da como resultado un
reticulo de las células aglutinadas que sedimentan en forma irregular en un tubo o
cubeta de microtitulacion. Las células no aglutinadas sedimentan en forma de
botén compacto.?

96



Eritrocitos

$$3

Virus

Sin virus

5 4 ¥
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Figura 4.- Diferentes muestras del virus de la gripe se diluyeron en forma seriada
y se incubaron con eritrocitos de pollo. Las primeras 9 celdillas no contienen virus.
Los botones o puntos en las 9 celdillas inferiores son eritrocitos de pollo no
aglutinados. El titulo viral en el ensayo seria la ultima dilucion que muestra
actividad hemaglutinante.*

Virus de la influenza.

Casi todo el mundo ha sido infectado alguna vez en su vida por el virus de
la gripe, y virus relacionados causan enfermedades en muchas especies de
animales incluidos los cerdos, perros, gatos y aves. La palabra influenza, con la
cual se denomina la gripe en algunas lenguas proviene de la palabra italiana
influenza que se refiere a la creencia popular que existia en Italia en el XV de que
las epidemias de dicha enfermedad eran el resultado de la influencia.

Este virus de RNA, que tiene una morfologia esférica con un diametro de unos 100
nm, pertenece a la familia de los orthomyxovirus. Algunas de las caracteristicas de
las caracteristicas inusuales de su estructura explican la patogénesis de la gripe;
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su genoma consta de ocho segmentos separados de RNA de cadena sencilla que
posibilitan que se produzcan recombinaciones genéticas cuando dos virus
diferentes infectan al mismo hospedero. Este fendmeno contribuye en gran
medida a la variabilidad genética del virus y su capacidad de causar epidemias.

La capside helicoidal que rodea el RNA contiene los antigenos que diferencian a
los tres tipos principales de los virus de la gripe el A, el B, y el C. Los virus de la
gripe del tipo A son los que causan las infecciones mas graves, y son los
responsables de todas las pandemias (a escala mundial); los virus B causa
comunmente la gripe en los nifios y los virus del tipo C no tienen importancia
desde el punto de vista clinico.

El virus de la gripe posee una cubierta constituida por una membrana lipidica con
una serie de proyecciones de naturaleza proteica, a modo de espiculas. La
heglutinina, o espicula H, es la que permite la adsorcion del virus a las membranas
de las células epiteliales del hospedero, y su posterior ingreso en dichas células;
los anticuerpos IgA frente a los antigenos H impiden la adhesion del virus y , por
tanto, proporcionan inmunidad frente a la gripe. La neuraminidasa, o espicula N,
rompe el enlace existente entre la hemaglutinina y la célula hospedera, lo que
permite que el virus se libere de una célula e infecte otras células de las cercanias,
propagandose asi la infeccion; los anticuerpos frente a la neuraminidasa no
impiden la infeccidn, si bien contribuyen a reducir su diseminacion.

Epidemiologia: Aunque la infeccion por el virus de la gripe estimula la produccion
de anticuerpos que protegen contra una reinfeccién, las personas de la gripe unay
otra vez tienen recaidas; esta recurrencia es posible debido a que los antigenos H
y N cambian con mucha frecuencia, dando origen a nuevas cepas que no se
inactivan por los anticuerpos anteriormente inducidos. Las variaciones menores
que se producen dan lugar a la llamada derica antigénica, causada por
mutaciones espontaneas puntuales que se afectan a un solo aminoacido de la
proteina H o N; en cambio, a veces se produce una variacion mucho mas radical,
llamada cambio antigénico, que se origina como consecuencia de procesos de
recombinacién entre cepas viricas diferentes y que afecta a muchos aminoacidos
y da lugar a una nueva proteina H o N y por tanto, origina una nueva cepa del
virus.

Las cepas de la gripe se identifican mediante una sigla en la cual las letras Hy N
se refieren a la hemaglutinina y a la neuraminidasa, respectivamente, y los
subindices indican el numero de cambios antigénicos producidos en cada uno de
estos antigenos; por ejemplo, la cepa responsable de la mayoria de los casos de
la gripe A producidos durante el invierno de 1989-1990 fue la cepa Hs Na. las
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nuevas cepas también se denominan atendiendo al lugar donde se identificaron
por primera vez.

Cuando los antigenos del virus de la gripe varian ligeramente por un proceso de
deriva antigénica, se producen anticuerpos que proporcionan un proteccion
limitada frente a una infeccion causada por la nueva cepa, pero si se producen
variaciones radicales debidas a un cambio antigénico, los anticuerpos
preexistentes son totalmente ineficaces. Es decir, que si se producen un cambio
antigénico- hecho que sucede aproximadamente cada diez afios- todas las
personas son susceptibles de ser infectadas por la nueva cepa, sentandose las
bases para que tenga lugar una nueva pandemia de gripe.

Con mucho, la pandemia mas grave de gripe tuvo lugar en el aino 1918, un poco
antes del final de la primera guerra mundial. Es posible que haya sido la pandemia
mas devastadora que ha afectado a la humanidad; al menos murieron 20 millones
de personas en solo 120 dias.>

Figura 5.- Estructura del virus de la influenza.*

Virus de Newcastle.

El virus de la enfermedad de Newcastle (VEN), también conocido como virus 1 de
la parainfluenza aviaria (PMVA-1) es de genoma ARN vy pertenece al género
Avularius, de la familia Paramyxoviridae. Esta familia comprende también otros 8
paramixovirus de aves (PMVA-2 a PMVA-9), ademas de los virus de la
parainfluenza y el virus de la parotiditis. El VEN es la especie prototipo del genero.
En la naturaleza existen varios tipos de virus que son genéticamente distintos y
difieren tanto por su virulencia como por la patologia que producen en las aves.
Segun el criterio utilizado- esto es, el tiempo que tarda en morir un embrion de
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pollo inoculado- estos virus lentogénicos de virulencia atenuada, virus
mesogeénicos de virulencia, también llamados asiaticos o exoticos.

El reservorio del virus son las aves. El hombre es susceptible a todos los patotipos
del virus, incluso a los virus lentogénicos de las vacunas, El periodo de incubacion
dura entre 1 y 2 dias, pero pueden prolongarse hasta cuatro dias. El cuadro clinico
consiste esencialmente en la conjuntivitis con congestion, lagrimeo, dolor y
tumefaccion de los tejidos subconjuntivales. EI VEN se aisl6 de numerosas
especies de aves y pajaros. La enfermedad natural se presenta en aves
domesticas, sobre todo en pollos, pavos, y palomas. Existen varias formas de la
enfermedad, en funcién de patotipo del virus actuante y la resistencia del huésped.
Este periodo de incubacion dura un término medio de 5 6 6 dias, pero puede
varias de 2 a 15 dias, o mas.
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Figura 6.- Estructura del virus del Newcastle.?
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MATERIAL POR EQUIPO.

En esta practica se sustituira el virus de la influenza por el virus Newcastle que
también tiene la capacidad de aglutinar glébulos rojos.

se debe manejar con precaucion pues puede producir conjuntivitis viral leve

¢ Virus del Newcastle cepa vacunal

¢ Amortiguador de salina de fosfatos (PBS), 250 ml

e Suspension de eritrocitos de pollo al 0.5% en solucién de PBS, 2 ml
e Suero de conejo anti virus de Newcastle, tratado con KlOy4, 0.5 ml

e Una placa de microhemaglutinacion.

e Una micropipeta tipo Ependorf de 20 a 100 ul

METODO.
PRUEBA DE HEMAGLUTINACION VIRAL (HA)

1.- Se colocan en los 12 pozos 0.05 mL de PBS (diluyente), usando una
micropipeta Ependorf (el proceso se realiza por duplicado en las lineas Ay B de la
placa de microtitulacion de policarbonato).

2.- Se colocan en el pozo numero 1 de la linea A y B, la cantidad de 0.05 ml de la
suspension de virus a titular, con una micropipeta tipo Ependorf, y con la misma
pipeta se mezcla en el pozo y se pasan 0.05 mL. Al siguiente pozo siguiendo este
procedimiento hasta el pozo 11, del cual se toman 0.05 mL y se desechan.

3.- En el pozo 12 se queda solo con 0.05 mL de PBS y es el testigo de la prueba
en lalinea Ay B de la placa.

4.- Se adicionan a todos los pozos de las lineas A y B de la placa 0.05 mL de
glébulos rojos de pollo al 0.05%, se mezcla bien y se incuba por 15min a
temperatura de 4°C o a temperatura ambiente.

5.- Leer la aglutinacion.
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leer aglutinacion

PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION VIRAL (HI)

1.- Se colocan en los 12 pozos 0.025 mL de PBS(diluyente), usando una
micropipeta Ependorf(el proceso se realiza por duplicado en las lineas D y E de la
placa de microtitulacion de policarbonato).

2.- Se coloca en el pozo numero 1 de la linea D y E, la cantidad de 0.025 mL del
suero de conejo antivirus de Newcastle a probar, con una micropopeta tipo
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Ependorf, y con la misma pipeta se mezcla en el pozo y se pasan 0.025 mL al
siguiente pozo siguiendo este procedimiento hasta el pozo 11, del cual se toman
0.025 mL y se desechan.

3.- En el pozo 12 se queda con solo 0.025 mL de PBS y es el testigo de prueba en
la linea D y E de la placa.

4.- Adicionar a todos los pozos 4 unidades hemaglutinantes(HAU) de virus del
Newcastle en un volumen de 0.025 mL, usando una micropipeta Ependorf.

5.- Mezclar bien e incubar a temperatura ambiente durante 15 min.

6.- Adicionar 0.05mL de glébulos rojos de pollo al 0.5%, agitar e incubar a
temperatura ambiente durante 15 min.

7.- Leer el titulo de hasta donde se inhibe la hemaglutinacién.
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RESULTADOS.

Para la prueba HA; la dilucion mas alta del virus que causa una aglutinacién
completa es considerada el titulo final y tenemos una unidad hemaglutinante en
ese volumen de suspensidn viral. Dibuje sus observaciones en cada dilucion.

No. pozo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12

Dilucién 11 11:2] 1:4 | 1:8[1:16 [1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024

testigo

oo el o] o] elelel®lle

O

P

!)/' Malla:HEMAGLUTINACION

7N\
(@ ) Boton: No hay HEMAGLUTINACION

>/

j
4

/-

=

Para la prueba Hl; el titulo se define como el factor de dilucion mas alta del suero
que inhibe completamente la hemaglutinacién y tenemos una unidad inhibidora de
la hemaglutinacion en ese volumen 0.025 mL; para conocer el titulo en el suero
original se realizan los calculos tomando en cuenta los volumenes y las diluciones
realizadas. Dibuje sus observaciones en cada dilucién.

No. pozo 1 2 3 4 5 6 I 8 9 10 11

12

Dilucion 11 11:2] 1:4 | 1:8 [1:16 [1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256 | 1:512 | 1:1024

testigo

e 1 OO0 IOOI0IOIOC IO OO

O

titulo ) (1000ul>

UHI/ml = (0.025mL 1mL
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GUIA DE ESTUDIO.

e Hemaglutinacion viral

¢ Inhibicidn de la hemaglutinacién viral
e Técnica de ELISA

e Estructura del virus de la influenza

¢ Generalidades del virus del Newcastle
e Fijacion del complemento

e RIA

CUESTIONARIO.

1.- ¢ Cual es el fundamento de la hemaglutinacion viral?

2.- ;Qué tipo de enfermedades virales son imposibles de diagnosticar por medio
de la técnica de inhibicion?

3.- Esquematiza el fundamento de la técnica de HA e HI

4.- 4 Qué precauciones se debe tener en cuenta con la realizacion de la técnica de
inhibicion de la hemaglutinacién?

5.- ¢ Con qué otra técnica inmunoldgica se puede suplir la técnica de la inhibicién
de la hemaglutinacion?

6.- ¢ En qué consiste la prueba de ELISA?

7.- ¢ Cuantos tipos de ELISA hay y esquematice cada uno de ellos?
8.- Describa la prueba de fijacion al complemento

9.- ¢ Qué nos identifica la prueba de Western blot?

10.- ¢ En qué consiste la técnica de RIA?
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ANEXO DE LA PRACTICA 3 HEMAGLUTINACION VIRAL E
INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION VIRAL

Reacciones de Fijacion del Complemento.

Este proceso de fijacion del complemento puede utilizarse para detectar
cantidades muy pequefias de anticuerpos. Los anticuerpos que no producen una
reaccion visible, como precipitacion o aglutinacion pueden demostrarse mediante
la fijacion del complemento durante la reaccion antigeno — anticuerpo. Esta técnica
alguna vez se utilizo para el diagnostico de sifilis(prueba de Wassermann) y aun
se usa para el diagnostico de ciertas enfermedades producidas por virus, hongos y
rickettsias. La prueba de fijacién del complemento requiere gran cuidado y buenos
controles, una razén de la tendencia a sustituirla por pruebas mas nuevas y mas
simples. Esta prueba se desarrolla en dos etapas: fijacion del complemento y la
del sistema indicador.’
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Suero con anticuernpos
contra ese antigeno

Fracion
del complemento

|
@

Eritrocitos
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+
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Anltcuerpos contra los
orlrociios do carnoro

Ausencia de hemolis:s
(el complemanto se [jo en la

reaccdon antigana-anticuer po)

A

Figura 1.- A Prueba positiva. Todo el complemento disponible se fijo en la reaccion
antigeno- anticuerpo; pero no hay hemolisis, de modo que la prueba es positiva para la
presencia de anticuerpos. B Prueba negativa. No se produce la reaccion antigeno-
anticuerpo. El complemento queda libre y produce la lisis de los eritrocitos en la etapa del

Complemento

-+

Suero sin
anticuerpos

No hay fijacidon
del complamento

}
(L

Eritrocitos
de carnero

Y

Anticuerpos contra los
entrocitos do carmero

{

Homdhsis

(complameanio sin
combinar disponibla)

v

Etapa de tijacién del complemento

-

—

Etapa del sistema Indicador

-

sistema indicador, de modo que la prueba es negativa. °
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Técnicas de inmunofluorescencia.

Las técnicas de inmunofluorescencia (IF) permiten identificar
microorganismos en muestras clinicas y detectar la presencia de un anticuerpo
especifico en el suero. Estas técnicas combinan colorantes fluorescentes como el
isotiocianato de fluoresceina (FITC) con anticuerpos para conferirles fluorescencia
cuando se exponen a luz ultravioleta. Estos procedimientos son rapidos, sensibles
y muy especificos; la prueba de |IF para el diagnostico de rabia se realiza en horas
y tiene una tasa de precision cercana al 100%. Hay pruebas de
inmunofluorescencia, directa e indirecta.

Las pruebas de IF directa suelen utilizarse para identificar un microorganismo en
una muestra clinica. Durante este procedimiento la muestra que contiene el
antigeno por identificar se fija sobre un portaobjetos. A continuacién se agrega
anticuerpos marcados con fluoresceina y tras una breve incubacion del
portaobjetos se lava para eliminar todo el anticuerpo no unido al antigeno. Luego
se lo examina con un microscopio de fluorescencia a fin de determinar la
fluorescencia amarillo verdosa.

. ) S >_~ r
r = ’ %
Estreplococas Anticuerpos contra Esveptococes
del grupo A los esleplocecos fuoiescentes
provenontos 0o dol grupo A marcados con
las fauces un colorante fyorescents
del pacionte

Figura 2.- Reacciones en una prueba de inmunofluorescencia directa positiva.

Las pruebas de inmunofluorescencia indirecta se utilizan para detectar la
presencia de un anticuerpo especifico en el suero tras la exposicibn a un
microorganismo. A menudo son mas sensibles que las pruebas directas. Durante
este procedimiento se fija un antigeno conocido sobre un portaobjetos. A
continuacion se agrega suero de prueba que, si esta presente el anticuerpo
especifico contra ese microbio, reacciona con el antigeno hasta formar un
complejo. Para que este complejo antigeno-anticuerpo puede verse se agrega al
portaobjetos una anti-inmunoglobulina sérica humana ( anti-IgSH), un anticuerpo
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qgue reacciona especificamente como cualquier anticuerpo humano, marcado con
fluoresceina.

V‘ FoA
1 A

T. palidum Anticuerpes especificos ARCUerpos Lnacs Ant-inmynogiobuling k
del laboratoric on el suoro del pacento a T. palidum sérica humana marcada
con un coiorante fuorescente  Espiroquetas flucrescantes
(esta reaccionara contra (véasa fig. 3.6b)

cuaiquier inmunogiobulina)

Figura 3.-Reacciones en una prueba de inmunofluorescencia indirecta positiva

La anti-lgSH solo estara presente si el anticuerpo especifico ha reaccionado con
su antigeno y por consiguiente también esta presente. Tras la incubacion y el
lavado del portaobjetos (para eliminar los anticuerpos no unidos) se lo examina
con microscopio de fluorescencia. Si el antigeno conocido fijado al portaobjetos
aparece fluorescente eso significa que hay anticuerpos especificos contra el
antigeno prueba.

Una adaptacion especialmente interesante de los anticuerpos fluorescentes es la
citometria de flujo activada por fluorescencia(FACS).

FACS es una modificacion de la citometria de flujo, técnica e la cual una
suspension de células sale de un microtubulo en forma de gotitas que no
contienen mas de una célula cada una. Un haz de laser impacta sobre cada gota
(con una célula) y luego es recibido por un detector que determina ciertas
caracteristicas, por ejemplo el tamafio. Si las células poseen marcadores IF para
identificarlas como linfocitos T CD4 o CD8 el detector puede medir su
fluorescencia. Cuando el haz de laser detecta una célula de un tamafio o una
fluorescencia preseleccionados, le imparte una carga eléctrica, positiva o negativa.
Cuando la gota con carga eléctrica cae entre placas que también poseen carga
eléctrica es atraida hacia un tubo receptor o hacia otro, lo que permite separar de
manera eficaz las células de diferentes tipos. Con este proceso pueden separarse
millones de células en una hora, todas en condiciones estériles, lo que posibilita su
empleo en el trabajo experimental.?
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Figura 4.- Citometria de flujo activada por fluorescencia(fluorescence-activated
cell sorter; FACS). Esta técnica puede utilizarse para separar diferentes clases de
linfocitos T. Un anticuerpo con marcacion fluorescente reacciona con, por ejemplo.
El receptor CD4 presente en un linfocito T.°
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ENSAYO INMUNOADSORVENTE LIGADO A ENZIMAS (ELISA).

Es una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se
detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un
producto detectable como cambio de color o algun otro tipo; en ocasiones, con el
fin de reducir los costos de ensayo, nos encontramos con que existe un anticuerpo
primario que reconoce al antigeno y que a su vez es reconocido por un anticuerpo
secundario que lleva enlazado la enzima anteriormente mencionada. La aparicion
de colorantes permite medir indirectamente espectrofotometria el antigeno en la
muestra.

Se usa en muchos laboratorios para determinar si un anticuerpo particular esta
presente en la muestra de sangre de un paciente. Aunque el procedimiento es
rutinario y sencillo, involucra a un gran numero de variables, tales como la
seleccidon de reactivo, temperatura, medicion de volumen y tiempo, que si no se
ajusta correctamente puede afectar a los pasos sucesivos y al resultado de la
prueba.

La interaccion antigeno-anticuerpo en el laboratorio puede ser utilizada para
determinar si un paciente tiene una infeccion o una enfermedad autoinmune. Pero
como prueba diagnéstica, posee diversas limitaciones que conviene conocer:

e En primer lugar, un resultado positivo que confirma la presencia de
anticuerpos no significa necesariamente que el paciente esté enfermo. El
cuerpo de una persona que ha estado enferma y que ya se ha recuperado,
puede seguir produciendo anticuerpos. Esto originaria un falso positivo.

e En segundo lugar, hay personas que producen una baja cantidad de
anticuerpos, por lo que éstos pueden pasar desapercibidos y no ser
medidos, dando lugar a un falso negativo. Seria el caso, por ejemplo, de
personas que padezcan una inmunodeficiencia, o que se encuentren en el
periodo ventana de la infeccidn en el momento de realizar la prueba, o que
estén infectadas por una cepa extraia.

e En tercer lugar, pueden aparecer falsos positivos cuando se da
inespecificidad entre antigeno-anticuerpo.

En estos casos de diagnéstico de enfermedad es recomendable la eliminacién
(mediante centrifugacion) de células de la sangre que puedan interferir con el
ensayo y pueda ocasionar un resultado falso positivo, careciendo aquél de
especificidad. También, debemos tener en cuenta que cuando se trata de
diagnosticar una enfermedad que posee un valor predictivo positivo bajo en una

e
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determinada poblacién, es decir, que esa enfermedad tiene muy baja incidencia en
dicha poblacion, es necesario volver a confirmar el resultado positivo mediante
otro método de diagnostico independiente. Normalmente, se lleva a cabo un
western blot donde se detecta la presencia de varios anticuerpos,
simultdneamente, frente a la misma infeccion en una muestra. El resultado del
western se considera positivo cuando aparecen al menos 5 bandas, que indica
que 5 anticuerpos diferentes estan presentes en el sujeto frente a esa infeccion,
entonces es cuando se diagndstica como positivo a dicho paciente.

Ademas se han propuesto y desarrollado diferentes métodos de amplificacion de
la sefial (luminiscentes, cascadas enzimaticas...) que han permitido elevar la
sensibilidad de algunos ELISA a la obtenida en el RIA (radicinmunoensayo)
hormonal.

Este método ha tenido una enorme aplicacion en todos aquellos campos en los
que se precisaba la cuantificacion de productos mediante anticuerpos: diagndstico
clinico, deteccion viral, clasificacion de anticuerpos en isotipos, busqueda
de anticuerpos monoclonales, etc.?

Dispositivos empleados en ELISA.

Se han ensayado numerosas fases sélidas, desde los tubos de cristal de los
origenes a las actuales microplacas de 96 pocillos de plastico tratado para
aumentar su capacidad de adsorcion (en su superficie) de moléculas y con fondos
de pocillo 6pticamente claros para poder realizar las medidas de densidad 6ptica
en instrumentos especificos, espectrofotometros de lectura de placas que han
recibido el nombre de lectores ELISA. Actualmente se estan desarrollando
dispositivos de mayor capacidad, por ejemplo con 384 y 1536 pocillos.

Los lectores ELISA son espectrofotdmetros capaces de realizar lecturas seriadas
de cada uno de los pocillos de la placa ELISA. A diferencia de un
espectrofotometro convencional, con capacidad de leer todas las longitudes de
onda del ultravioleta y el visible de manera continua, los lectores de ELISA
disponen de sistemas de filtros que sélo permiten la lectura de una o pocas
longitudes de onda. Corresponden con las necesarias para determinar la densidad
Optica de los cromdgenos mas comunmente utilizados.
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Figura 5.- ELISA Anti IgG humana.’

Fases de un ensayo ELISA.

Son cuatro fases:

1. Conjugacion del anticuerpo o del antigeno con un enzima (peroxidasa,

fosfatasa alcalina...). El anticuerpo conjugado a la enzima se emplea en los
ensayos directos e indirectos, sandwich, etc. El antigeno marcado se
emplea en ensayos de competicion de antigeno. Dicha unidén anticuerpo-
enzima o antigeno-enzima ha de producirse durante un determinado
periodo de tiempo en aras de producir una solucion coloreada y que pueda
ser valorada visualmente o cuantificada por medio de un espectrofotometro
(normalmente a una longitud de onda de 414 nm). Si no transcurre el
tiempo adecuado para que ocurra la reaccion, no se evidenciara ningun
color, interpretdndose este resultado como un falso negativo, disminuyendo
la sensibilidad de la técnica.

2. Unioén del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos. La uniéon de anticuerpos

o antigenos se realiza con facilidad a la superficie de plasticos tratados que
tienen gran afinidad por proteinas. Asi, el procedimiento de recubrimiento
de los pocillos debe realizarse cuidadosamente. Si se usa mucho antigeno,
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se pueden obtener falsos positivos. Por el contrario, si se usa poco
antigeno, el exceso dara lugar a una reaccion falsa negativa.

Figura 6.- Union de Ag o Ac a un pocillo.

3. Formacién de una o mas capas de inmunocomplejos. En el caso del
antigeno unido a la placa se puede detectar mediante un anticuerpo anti-
antigeno marcado (ELISA directo) o empleando un anticuerpo primario
anti-antigeno y un secundario anti primario marcado (ELISA indirecto). Este
segundo método permite la amplificacion de la sefial al poderse unir uno o
mas anticuerpos secundarios a cada anticuerpo primario. En el caso del
anticuerpo unido a la placa se incuba con una mezcla de antigeno y
antigeno marcado. Se ensayan diferentes relaciones de antigeno frio frente
a una cantidad fija de antigeno marcado. Es el ensayo de competiciéon del
antigeno. En esta etapa es muy importante controlar los factores tiempo y
temperatura de incubacion para evitar la aparicion de falsos negativos. En
el caso del tiempo, si es inferior a 15 minutos, no ocurrira la interaccion
antigeno-anticuerpo y el color no sera evidente al final del ensayo, dando
un falso negativo. Por su parte, si la temperatura de incubacion es muy
baja, la formacion del complejo antigeno-anticuerpo tampoco se
completara en el tiempo establecido, mientras que si es muy alta, las
proteinas (antigeno y anticuerpo) se desnaturalizan y por tanto disminuyen
su capacidad para interaccionar, dando igualmente falsos negativos.

Figura 7.- Formacion de capas de inmunocomplejos.
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4. Revelado de la reaccién enzimatica. Después de un lavado para eliminar

todos las moléculas marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos se
anade el sustrato enzimatico en solucion. Se deja reaccionar y se lee la
densidad 6ptica (D.O.) mediante espectrofotometria.

Figura 8.- Revelado de la reaccién enziméatica prueba positiva.

Tipos de ensayo ELISA.

ELISA directo (ensayo ELISA simple de dos capas). Las placas ELISA se
preparan recubriendo los pocillos con las soluciones en las que se
sospecha se encuentra el antigeno. Se incuban con anticuerpos marcados.
Indican la presencia de antigeno en la solucién analizada. Es necesario
incluir controles negativos que seran muestras del mismo tipo de las
analizadas (sangre, orina,...) pero en las que se tenga la certeza de la
ausencia del antigeno buscado. Asimismo se incluyen controles positivos
(soluciones donde se encuentra el antigeno buscado).

- X

1P —
L!\_“.Q‘-_.QTQJ—'L._...!_GJ Y, %, Y, T

1. antigeno que se pega al fondo de una placa de plastico

2. proteina blogueante que cubre el plastico libre sin recubrir por el antigeno
3. anticuerpo marcado con una enzima(puntos verdes)

4. sustrato

Figura 9.- Esquema de reaccion de ELISA directo.

ELISA indirecto. Las placas ELISA se preparan de la misma forma a la
anterior. Los controles positivos y negativos son los mismos. El sistema de
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deteccion emplea dos anticuerpos: uno primario contra el antigeno y uno
secundario marcado contra el primario. La deteccién tiene mayor sensibilidad
por presentar una amplificacion de sefal debida a la unién de dos o mas
anticuerpos secundarios por cada primario. Es el ensayo mas popular, como lo
es la inmunofluorescencia indirecta, pues un mismo secundario marcado y un
mismo sistema enzimatico permite cuantificar una gran variedad de antigenos,
por eso es un método mas polivalente y barato, aunque se pierda algo de
precision por tener un eslabon mas con respecto al método directo. La dilucion
de la solucion que contiene el anticuerpo primario (por ejemplo: suero
sanguineo) es un factor muy importante a tener en cuenta para evitar la
aparicion de falsos negativos, ya que si la muestra esta muy diluida no saldra
positiva si la titulacidn de anticuerpos es muy baja. Es decir, aunque los
anticuerpos estan presentes, la prueba no da positivo porque la concentracion
de anticuerpos especificos contra el antigeno que esta pegado en el fondo del
pocillo no es suficiente como para dar una sefal detectable.

Figura 10.- Muestra de un ELISA indirecto. En esta reaccion se usan dos tipos
de Ac vs el mismo Ag, el rojo se pega a la placa y sirve de anclaje al Ag, el
segundo es para revelar la presencia del Ag ya que se encuentra unido a una
enzima u otro reactivo que pueda ser revelado.

o ELISA "sandwich" (Ensayo de captura de antigeno y deteccion mediante
inmunocomplejos). Se trata de un ensayo muy empleado en el que se
recubre el pocillo con un primer anticuerpo anti-antigeno. Después de lavar
el exceso de anticuerpo se aplica la muestra problema en la que se
encuentra el antigeno, que sera retenido en el pocillo al ser reconocido por
el primer anticuerpo. Después de un segundo lavado que elimina el
material no retenido se aplica una solucion con un segundo anticuerpo anti-
antigeno marcado. Asi pues cada molécula de antigeno estara unida a un
anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo anticuerpo, al menos,
que lo marca. Este ensayo tiene una gran especificidad y sensibilidad
debido a la amplificacién de sefal que permite el segundo anticuerpo.
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Figura 11.- Esquema de ELISA sandwich.*
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PRACTICA 4
EFECTO CITOPATICO
OBJETIVO.

e Demostrar que la infeccion viral puede alterar la morfologia de la célula.
e |dentificar tentativamente al virus infectante, observar la alteraciéon en la
morfologia celular.

INTRODUCCION.

En general, los virus causan varios cambios morfolégicos comunes en las células
que infectan. Los efectos citopaticos son cambios visuales en el hospedero que
se deben a la infeccion viral. Los efectos citopaticos, como la formacion de
cuerpos de inclusion y la hemadsorcién, son muy comunes y se usan para
reconocer las células infectadas por virus en un cultivo.

Los efectos citopaticos inducidos por virus se pueden examinar con un
microscopio de luz invertida de baja potencia. Se busca redondeamiento y
contraccion de las células, aumento de la refractabilidad, fision o formacion de
sincitios, agregacion, perdida de adherencia y lisis o muerte de la célula.

Cambios morfologicos.

Son muy diversos y afectan a casi cualquier organelo y estructura celular,
incluyendo el nucleo, las membranas y el citoesqueleto.

Lisis: La lisis celular es la conclusion del conjunto de alteraciones que se producen
secuencial o simultaneamente en la célula infectada, liberando finalmente al medio
las nuevas particulas virales. Inicialmente se producen alteraciones en la
funcionalidad de membrana, seguido de cambios en la morfologia del nucleo y la
desorganizacion de ciertos organelo y del citoesqueleto, lo cual provoca la pérdida
de adherencia al sustrato y el redondeamiento celular ya mencionado. El virus de
la polio, en un cultivo de células HelLa (el primer sistema en el que se observo el
efecto citopatico), provoca un corto periodo de la deformacion del nucleo y la
desorganizacién del citoesqueleto y el sistema vascular, apareciendo un gran
numero de vesiculas membranosas, que llegan a ocupar la mayor parte del
citoplasma en estadios tardios de infeccion.
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Figura 1.- Lisis celular por infeccion viral.

Cuerpos de inclusion: Muchos tipos de virus inducen la aparicion de estructuras
membranosas en el citoplasma, en algunos casos en forma de grandes vacuolas
citoplasmaticas y en otros como pequenas vesiculas. En varios virus se ha
comprobado que estas regiones corresponden a zonas muy ricas en proteinas
virales, siendo centros de replicacion viral. Los cuerpos de inclusion son
estructuras observables a microscopia éptica y constituyen centros activos del
ciclo virico intracelular. Corresponden a complejos replicativos, transcripcionales o
de ensamblaje; situados en el nucleo o en el citoplasma, asociados al
citoesqueleto.

Figura 2.- Inclusion intranuclear muy caracteristico de la infeccién por
poliomavirus.

122



Sincitios: Son grupos de células fusionadas apreciables como una masa celular
multinucleada. La induccion de sincitios se ha observado en la infeccién por VIH,
en concreto por variantes virales muy patogénicas que surgen en etapas tardias
de la enfermedad, por lo que tienen valor pronostico (que lleva su nombre
precisamente por este fendmeno). Su observacion generalmente se ha realizado
en células en cultivo, pero dicho fendmeno permite in vivo la infeccién de nuevos
linfocitos T CD4+ sin la parte extracelular del ciclo, en la que son mas vulnerables
a la respuesta humoral.

Figura 3.- Micrografia de musculo esquelético. En la periferia de cada célula
cortada transversalmente (con forma aproximadamente circular) pueden verse
varios nucleos.

Transformacion celular: Es una alteraciéon en el crecimiento normal de las células
en cultivo con evidentes manifestaciones morfolégicas. Se asocia a una serie de
cambios moleculares, que causan la desregulacion de los sistemas de control de
la proliferacién celular y la apoptosis, que se manifiestan en la perdida de la
inhibicion por contacto, formando cultivos multicapa e incluso tumores, la
desorganizacién del citoesqueleto, que acompana a una cierta indiferencia
morfoldgica, alteraciones en la superficie celular(cambios antigénicos y cambios
en la funcionalidad de la membrana), alteraciones nucleares y cromosomicas,
independencia de anclaje, disminucion de la capa externa de fibronectina, bajos
requerimientos de factores de crecimiento, aumento en la secrecion de proteasa.
La transformacién celular esta especialmente ligada a virus que insertan su
genoma en el de la célula infectada, pudiendo causar mutagénesis al interrumpir
antioncogenes o activar pro-oncogenes, o alterando la correcta regulacion de la
expresion génica celular.?
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Alteraciones bioquimicas.

Las alteraciones morfologicas estan totalmente fundamentadas en alteraciones
moleculares, estructurales y funcionales (vias metabdlicas, reguladoras, de
transporte, de expresion génica). Las alteraciones bioquimicas son muy diversas y
especificas de cada virus, si bien pueden sefalarse las mas importantes a nivel
general.

Alteraciones en la sintesis de macromoléculas celulares: Algunos virus son
capaces de mostrar esta inhibicién etapas tempranas de la infeccion (por ejemplo
poxvirus) pero la mayoria de los virus animales lo hacen en etapas tardias. El
efecto mas drastico suele producirse en la inhibicion de la expresion de proteinas
celulares por traduccion preferente o casi exclusiva de proteinas virales.

1.- Inhibicion de la sintesis de proteinas celulares: se conoce que principalmente
actua a nivel de iniciacion de la sintesis de proteinas celulares en los ribosomas.

2.- Inhibicion de la sintesis de DNA celular: en general, todos los virus provocan
inhibicion de la sintesis de DNA celular, los virus RNA probablemente por el
bloqueo de la sintesis de proteinas, y los virus DNA para proveerse de
nucleodtidos, enzimas y otros factores implicados en la replicacion.

3.- Inhibicion de la sintesis de RNA celular la transcripcion esta inhibida
probablemente por competiciéon por la RNA polimerasa Il y los factores de
transcripcion celulares.

Alteraciones de las membranas celulares.

1.- Cambios en la actividad de enzimas presentes en las membranas.
2.- Modificaciones en la funcionalidad del sistema vesicular.

3.- Aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica.’

Identificacion de células infectadas por virus.
Es posible vigilar la multiplicacién de un virus de diversas maneras:

1. Desarrollo de efectos citopaticos: son cambios morfolégicos en las células. Los
tipos de efectos citopaticos inducidos por virus consisten en lisis 0 necrosis
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celulares, formacion de inclusiones, formacion de células gigantes y vacuolizacion
citoplasmica. La mayor parte de los virus producen algun efecto citopatico
manifiesto en las células infectadas que es, en general, caracteristico del grupo
del virus.

2. Aparicién de una proteina codificada por el virus, como la hemaglutinina del
virus de la influenza. Se pueden emplear antisueros especificos para identificar la
sintesis de proteinas virales en las células infectadas.

3. Adsorcidn de eritrocitos a las células infectadas, técnica que se llama
hemadsorcion, a causa de la presencia de hemaglutinina codificada por el virus
(parainfluenza, influenza) en las membranas celulares. Esta reaccion se vuelve
positiva antes que sean visibles los cambios citopaticos y, en algunos casos,
ocurre en ausencia de éstos.

4. Interferencia por un virus no citopatogeno (por ejemplo, el de la rubéola) con la
replicacion e induccion de efectos citopaticos por un segundo virus de carga (por
ejemplo, echovirus) que se anade como indicador.

5. Transformacion morfolégica por un virus oncégeno (por ejemplo, virus del
sarcoma de Rous), que suele acompanarse de pérdida de la inhibicion de contacto
y acumulacion de células en focos definidos.

6. Durante la multiplicacion de los virus en el interior de las células, pueden
producirse estructuras especificas de virus, denominadas cuerpos de inclusion.
Estas estructuras llegan a ser mucho mas grandes que las particulas individuales
del virus, y a menudo muestran afinidad para los colorantes acidos (por ejempilo, la
eosina). Pueden situarse en el nucleo (herpesvirus), en el citoplasma (poxvirus) o
en ambos (virus del sarampion). En muchas infecciones virales, los cuerpos de
inclusion son el sitio de desarrollo del virion (la fabrica del virus). En algunas
infecciones (poxvirus, reovirus), el cuerpo de inclusiéon consiste en masas de
particulas virales en el proceso de replicacion. Aun en otros casos mas, como en
el cuerpo de inclusién intranuclear del herpes, el virus se multiplica en una etapa
mas temprana de la infeccidon y el cuerpo de inclusion parece ser un producto
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residual de la multiplicacion viral. Las variaciones en el aspecto del material de
inclusién, dependen de la composicion del fijador tisular empleado.

La presencia de cuerpos de inclusion puede ser de considerable utilidad en el
diagnostico. Las inclusiones intracitoplasmicas de las células nerviosas,
denominadas cuerpos de Negri, son patognomonicas de la rabia.

Los efectos citopaticos son los criterios mas simples y los utilizados con mas
frecuencia para reconocer las infecciones virales, aunque no todos los virus
causan estos efectos. Por tal razon deben usarse otros métodos para detectar las
infecciones virales.

Los cuerpos de inclusion son anormalidades intracelulares sutiles que solo tienen
un lugar en la células infectadas. Estos granulos intracelulares son los sitios
viables de la replicacion o ensamblaje viral. La presencia de un tipo especifico de
cuerpos de inclusion puede ser indicativa o diagnostico de una infeccion viral
determinada. Para visualizar los cuerpos de inclusiéon las células infectadas se
fijan a la placa de cultivo, se tifie con un colorante como la eosina y se observa al
microscopio optico. Los poxvirus, los paramixovirus, los reovirus, el virus de la
rabia, los herpesvirus, los adenovirus y los parvovirus inducen cuerpos de
inclusién viables en las células. Ademas de los cuerpos de inclusién se observara
la lisis celular, vacuolizacién, produccion de sincitios.

Figura 4.- a)Células de rifidn de mono no infectadas, vistas con microscopio de
luz invertida de baja potencia. Las monocapas de células confluentes
permanecen adheridas a su sustrato e intactas. b) Células de rifion de mono
infectadas por el virus de la vacuna. Los efectos citopaticos son
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redondeamiento y desprendimiento de las células de la placa de cultivo
de tejido.?

La hemadsorciéon se emplea para detectar la presencia de virus unidos a los
eritrocitos. ElI fendmeno se produce cuando los eritrocitos de un hospedero
infectado se unen al virus. Si se tiene un virus en solucién y se agregan eritrocitos,
el virus puede interactuar con las células sanguineas y formar una estructura
reticular como consecuencia de la aglutinacion de los eritrocitos. Esto se
denomina hemaglutinacién. Los ensayos de hemadsorcion y de hemaglutinacion
pueden ser utiles para detectar virus que producen poco o ningun efecto.

T_.:

(b)

Figura 5.- a) células de mono infectadas por el virus de la vacuna modificado que
expresa genes del virus del sarampidén y que produce sincitios y fusion de las
células L de raton b)Muestra una célula gigante multinucleada(también conocida
como sincitio), un mecanismo de diseminacion viral.

Varios virus como el HIV, pueden inducir la formacién de sincitios. Las variantes
de HIV inductoras de sincitios se correlacionan con una rapida progresion de la
enfermedad en los pacientes infectados con HIV.*
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El efecto citopatico depende del virus infectante y de la célula hospedera. No
todos los virus lo originan. Sin embargo, algunos grupos virales producen efecto
citopatico caracteristico que se utiliza para identificarlos tentativamente.

El RV(virus de rubeola) y el RSV(virus sincitial respiratorio) son virus que
ocasionan infecciones en humanos. El RV origina infeccion exantémica que seria
intrascendente si no fuese por su efecto teratogénico. El RSV produce infecciones
del tracto respiratorio y se le considera como agente principal de las infecciones
respiratorias graves.®
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MATERIAL POR EQUIPO.

e Una caja multipozos con células RK_13(son células epiteliales
provenientes de rifion de conejo) infectadas con RV y células sin
infectar(caja 1)

e Una caja multipozos con células Vero(son fibroblastos y provienen de rifion
de mono verde) infectadas con RSV y células sin infectar(células control)
(caja 2)

e Un frasco con amortiguador de fosfato salino (PBS)

e Dos pipetas de 5 ml

e Un frasco con metanol y H, O, a 3% en PBS

e Un frasco con metanol absoluto.

e Un frasco con metanol en PBS al 1:1 en volumen

e Un gotero con cristal violeta

e Un gotero con Giemsa.

METODO.

1.- Caja no. 1 Observar con el microscopio invertido las células infectada y las
células control.

2.- Caja no. 2 (costar no. 3590) En 16 pozos habra células, es decir, las hileras 1y
2 con las letras de la A a la H. Los pozos de la hilera 1 tendran células
Vero(control), los pozos de la hilera 2 tendran células infectadas con el RSV. La
distribucion de los pozos se muestran en el esquema.

Las cajas se prepararon de la siguiente manera: en cada pozo se pusieron 100
000 células ya sea infectadas o sin infectar. El pozo A de la linea 2, infectadas con
5 x 10* virus, es decir, con multiplicidad de infeccion (moi; relacion virus/célula) de
0.5. En los otros pozos de la B a la H se siguié el mismo disefio solo que se
utilizaron moi descendientes en un logaritmo base 10. Es decir en el pozo B la
infeccion se hizo con 5 x 10° virus, los del pozo C con 5 x 102, los del pozo D con 5
x 10" y los del E con 0.5 x 10" y asi sucesivamente.
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3.- Después de observar el efecto citopatico del RSV en las células, se lavan
afadiendo a cada pozo 0.5 ml de PBS, se retira el liquido, la operacién anterior se
hace por tres veces.

4.- Las células se fijan a la caja, para esto se le agrega a cada pozo 0.5 mL de
metanol con H,O, se les deja a temperatura ambiente 20 min. Después se lavan
con 0.5 ml de PBS tres veces en la forma descrita. Los pozos con el numero 1 se
tifien con cristal violeta y con Giemsa los del numero 2

5.- Tincidén con cristal violeta, se retira el PBS y se afiade 5 gotas del colorante a
cada pozo y se retira, se lava con PBS en la forma descrita. Se observan al
microscopio.

6.- Tincion con Giemsa, se retira el PBS y se anade 5 gotas de PBS/metanol, se
retira el PBS/metanol y se agrega metanol, se deja 10 min a temperatura
ambiente.

7.- Se retira el metanol, se enjuaga nuevamente con metanol absoluto y se le
afiade 5 gotas del colorante de Giemsa.

8.- Después de 1-3 min se afnade 0.2 ml de agua y se deja por 2-3 min.

9.- Se lava con agua de la llave y se observa con el microscopio invertido.
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RESULTADOS.

Describir los cambios observados en las lineas celulares producidas por la
infeccion viral.

CULTIVO EFECTO CITOPATICO

RV en RK 13

RSV en células Vero

GUIA DE ESTUDIO.

e Efecto citopatico y manifestaciones de este.
e Técnica de hemadsorcion y utilidad.

e Virus que generan efectos citopaticos.

e Caracteristicas de los virus RV y RSV.

e Cultivos de virus en tejidos.
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CUESTIONARIO.
1.- ¢ Qué es efecto citopatico?
2.- s Porque se genera el efecto citopatico?

3.- Menciona tres tipos de alteraciones que presentan las células por una infeccion
viral.

4.- Menciona algunos virus que provoquen efecto citopatico. ¢Qué tipo de efecto
presentan?

5.- ¢ Qué tipo de virus integran su genoma viral a las células infectadas?

6.- Ademas del efecto citopatico, ¢ Qué otras métodos hay para la identificacion de
células infectadas?

7.- ¢ Qué precauciones se deben tomar en cuenta para el manejo del RV y el
RSV?

8.- ¢ Qué tipo de células son las RK13 y las vero?

9.- Qué tipo de efecto citopatico se va a presentar al multiplicarse
- EIRV en células RK 13

- EI RSV en células Vero

10.- ¢ Cual es la funcién de los colorantes cristales violeta y Giemsa?
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ANEXO DE LAPRACTICA4.EFECTO CITOPATICO

Microscopio Electronico.
Historia.

Hay dos grandes problemas que dificultan la observacion de las microestructuras
bioldgicas: Las pequenas dimensiones de las células y de su organelos y su
transparencia la luz visible, lo cual tiene como consecuencia inmediata la falta de
contraste entre las diferentes estructuras y entre estas y el propio medio que las
rodea. Para superar el primer problema, se construyeron y se perfeccionaron
instrumentos capaces de aumentar significativamente las imagenes, revelando los
pormenores de las estructuras (microscopios); para resolver el segundo
problema, se desarrollaron técnicas, fundamentalmente de tipo de las tinciones
que permitan aumentar el contraste entre las diferentes estructuras y entre ellas y
su entorno, haciéndolas claramente visibles y diferenciables.

Cuadro 1. Evolucion del microscopio.

FECHA AUTOR IINVENTO

1609 Z. Jansen Construye un microscopio con dos lentes convergentes.

1611 Kepler Sugiere la manera de fabricar un microscopio compuesto
1665 Hook Utiliza microscopio compuesto para estudiar cortes de

corcho y describe los pequefios poros en forma de caja a los
que los llamo “células”.
Publica su libro “Micrografhia”

1674 Leeuwenhoek | Informa su descubrimiento de protozoarios.
Observa bacterias por primera vez 9 afios después.

1683 Leeuwenhoek | Observa bacterias por primera vez.
1828 W. Nicol Desarrolla la microscopia con luz polarizada
1833 Brown Publica sus observaciones microscépicas de orquideas vy

describe claramente el nucleo de la célula.

1838 Schleiden y | Propone la teoria de la célula y declaran que la célula
Schwann nucleada es la unidad estructural y funcional en plantas y
animales.
1849 J. Quekett Publica un trabajo practico sobre el uso del microscopio.
1857 Kolliker Describe las mitocondrias en células del musculo.
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1876 Abbé Analiza los efectos de la difraccion en la formacién de la
imagen en el microscopio y muestra como perfeccionar el
disefio del microscopio.

1879 Flemming Describe con gran claridad el comportamiento de los
cromosomas durante la mitosis en células animales.

1881 Retzius Descubre gran numero de tejidos animales con un detalle
que no ha sido superado por ningun otro microscopio de luz.
Desarrollo nuevos métodos de tincibn y ponen los
fundamentos de la anatomia microscépica.

1882 Koch Usa tinte de anilina para tefiir microorganismos e identificar

las bacterias que causan la tuberculosis y el colera.
En las siguientes dos décadas, otros bacteriéfagos como
Klebs y Pasteur identificaron a los agentes causativos de
muchas otras enfermedades examinando preparaciones
tefidas bajo el microscopio.

1886 Zeiss Fabrica una serie de lentes, disefio de Abbé que permiten al
microscopista resolver estructuras en los limites tedricos de
la luz visible.

1898 Golgi Ve y descubre por primera vez el aparato de Golgi tinendo
células con nitrato de plata.

1908 Kohler y | Desarrollan el microscopio de fluorescencia

Siedentopf

1924 Lacassagne y | Desarrollan el primer método autoradiografico para localizar

colaboradores | polonium radiactivo en especimenes bioldgicas.

1930 Lebedeff Disefia y construye el primer microscopio de interferencia.

1932 Zernike Inventa el microscopio de contraste de fases

1937 Ernst Ruska y | Construyen el primer microscopio electrénico.

Max Knoll

1941 Coombs Usa anticuerpos acoplados a tintes fluorescentes para
estudiar antigenos celulares.

1952 Nomarski Inventa y patenta el sistema de contraste de interferencia
para el microscopio de luz.

1981 Aparece el microscopio de efecto Tunel. MET

Los instrumentos para aumentar la vision de los objetos, o microscopios (del

griego significa “Mikro”

pequeno y “scopeo’= mirar (para mirar cosas

pequefnas). Un microscopio es un instrumento 6ptico compuesto de varias lentes
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que sirve para observar objetos muy pequenos. En el microscopio electronico, los
rayos luminosos del microscopio convencional son reemplazados por un haz de
electrones (el aumento puede alcanzar en este caso hasta 100 veces el del
microscopio convencional.

Ya los antiguos sabian que los espejos curvos Yy las esferas de cristal llenas de
agua aumentaban el tamafo de las imagenes. En las primeras décadas del siglo
XVIl se iniciaron experimentos con lentes (asi llamadas por tener forma de
lentejas) a fin de lograr mayor aumento posible. Para ello se basaron en otro
instrumento con lentes que obtuvo gran éxito, el telescopio, usado por primera vez
con fines astrondmicos por Galileo en 1609. Antes de esta fecha, los seres vivos
mas pequenos conocidos eran los insectos diminutos. Naturalmente se daba por
hecho que no existia organismo alguno mas pequeno.

Figura 1.- Primer  microscopio
compuesto formado por una
combinacion de lentes atribuido por
Zacharias Jansen en Holanda.

The First
Compound
VMlicroscope
'circa 1595)

Por primera vez la biologia se ampliaba y extendia gracias a un mecanismo que
llevaba el sentido de la vista humana mas alla de sus limites naturales. Asi, los
naturalistas podian describir en detalle los pequefios organismos, cosa de otro
modo imposible, y los anatomistas podian describir estructuras hasta entonces
invisibles. Otro descubrimiento importante fue el de Robert Hooke, realizo uno de
los mejores trabajos en esa rama, nueva para ese entonces. En 1665 publicé un
libro llamado Micrographia ene | cual pueden encontrarse algunos de los mejores
dibujos que se hallan hecho de observaciones microscépicas. La observacion
simple mas importante fue la del delgado trozo de corcho sobre el cual no se sabia
porque flotaba en el agua y era tan liviano y firme. Hooke observé que estaba
constituido por una fina trama de pequefas celdillas rectangulares en las cuales
se encontraba aire, que él llamo “células”, un término habitual para designar
pequeias habitaciones en los monasterios.
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Lamp  Water

Figura 2.- Microscopio utilizado por Fonising Sonsy

Hooke. ; M “Objective

Specimen

Holder Hooke Microscope

(circa 1670)

La primera persona que vio los microorganismos con algun detalle fue Anton van
Leeuwenhoek (1632 — 1723). Este holandés uso microscopios simples
construidos por él mismo (se dedicaba a pulir lentes para fabricar sus
microscopios, logro aumentar un objeto hasta 270 veces sin perjuicios de nitidez.
Tenia 419 lentes algunas de las cuales eran cristal de roca y hasta de diamante,
en algunos casos no eran mayores que el tamafio de un alfiler, por lo que sus
microscopios tenian un tamafno diminuto comparados con otros de la época.

Leuweenhoek
Microscope
(circa late 1600s)

Figura 3.- Microscopio disefiado por Leeuwenhoek.

Con esas lentes observaba todo lo que podia y logro describir los glébulos rojos
de la sangre y los capilares con mayor detalle que los verdaderos descubridores.
Pero lo mas sensacional de todo ello fue el descubrimiento de pequenos
organismos invisibles a simple vista, al estudiar aguas estancadas con su
microscopio. Las descripciones de van Leeuwenhoke eran, desde luego,
imprecisas, pero no cabe duda que fue el primero en ver lo mas que mas tarde se
llamaria bacterias y “animaliculos”, como los denomino entonces, conocidos hoy
como protozoarios que en griego significa pequefios animales.
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El microscopista danés Otto Muller consiguié en 1773 distinguir lo suficientemente
bien a aquellos pequefos seres para clasificarlos en dos tipos: bacilos (que
significa “pequenos vastagos”) y espirilos (por su forma espiral).

El microscopio fue perfeccionado con gran lentitud, uno de los defectos de los
microscopios primitivos era que sus lentes descomponian la luz blanca en los
colores que la constituyen. Los objetos pequefios se veian rodeados de anillos de
color (aberracion cromatica) que impedian observar con claridad los detalles.
Pero alrededor de 1820 se perfeccionaron cuando Joseph Jackson Lister, un
optico inglés, disefio un microscopio acromatico capaz de eliminar los anillos de
color que limitaban la claridad de la imagen. Lister descubrié que los glébulos rojos
eran en realidad discos biconcavos. ElI microscopio acromatico constituyé un gran
avance, iniciando una serie de perfeccionamientos que dieron como resultado el
moderno microscopio optico.

Lister's
Achromatic
Microscope
(circa 1826)

Figura 4.- Microscopio acromético disefiado y utilizado por Lister.

Desde 1660 hasta la actualidad el microscopio Optico ha sido el pilar fundamental
en el conocimiento de lo visible. Aunque su poder de resolucion aumento a través
del tiempo (con la mejora en la calidad de los lentes) al igual que el poder de
magnificacion, su factor limitante fue la longitud de onda de la luz. En 1930 el
mundo submicroscopico se amplid con la aparicién del microscopio electronico
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cuya ventaja principal con respecto al microscopio 6ptico es un aumento de 1000
veces en la magnificacion del material observado por primera vez con este
microscopio.

Microscopio 6ptico compuesto.

El microscopio compuesto, que se ha hecho de uso general a partir de
mediados del siglo XIX y que fue de importancia crucial para la evolucién de la
microbiologia como ciencia, es todavia, con ciertas variaciones, el primer apoyo de
la investigacion microbiolégica rutinaria. Este tipo de microscopio esta formado
basicamente por una parte mecanica y una parte Optica y es capaz de conseguir
aumentos considerables mayores que el microscopio construido con una sola
lente. Este ultimo llamado microscopio simple, se usa principalmente en el formato
de lupa.

TORNILLOS
MACRO ¥
MICROMETRICO

FUENTE DE
ILUMINACION

Figura 5.- Microscopio optico.

Los elementos basicos mecanicos son: el pie que es el soporte del microscopio, la
columna en la que se apoyan las restantes piezas, el tubo que es el elemento de
unién entre el ocular vy el revolver (pieza giratoria que soporta los objetivos), la
platina sobre la que se apoya la preparacion a observar, y los tornillos
micrométricos y macrométricos que se utilizan para enfocar la preparacion (el
primero es de pequefo recorrido, para movimientos de pequefia amplitud y el
segundo de largo recorrido, para movimientos de gran amplitud.
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En cuanto a la parte 6ptica, un microscopio compuesto tiene dos lentes o sistemas
de lentes: el objetivo situado cerca del objeto que se observa, proyecta una
imagen ampliada del objeto observado en direccion al ocular que esta colocado
cerca del ojo y actua, a modo de lupa, ampliando la imagen que produce el
objetivo y el condensador cuya mision es concentrar la luz sobre la preparacion y
permitir manipular su intensidad.

Figura 6.- Lentes de un microscopio optico.

La ampliacion total aportada por el conjunto objetivo-ocular es igual al producto de
multiplicar la capacidad de aumento del objetivo por la ocular, asi la mayor parte
de los microscopios usados en microbiologia tienen oculares de diez aumentos
(10x ), y objetivos de aumentos diversos, habitualmente x10 (aumento total,
x100), x40 (total x400), y x90 6 x100 (objetivos de inmersién en aceite; x9000 6
x1000 total).

) !
J' Bajo Poder

7 / Co rflerpador

Figura 7.-Parte 6ptica de un microscopio. Lente Bajo Poder: Generalmente 4X
Lente Mediano Poder: Generalmente 10X Lente Alto Poder: Generalmente 40X
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Lente Inmersién en aceite:100X
Los lentes de menor aumento se utilizan para rastrear la preparacion buscando

objetos de interes, el objetivo de 40 aumentos permite la observacion detallada de
los microorganismos grandes tales como algas, protozoos y hongos y los
objetivos de 100 aumentos se emplena para ver las bacterias y los pequerios
microorganismos eucariotas.

Ademas del aumento, una propiedad importante de un microscopio es su poder
resolutivo. Este es la capacidad de mostrar distintos y separados dos puntos muy
cercanos; por lo tanto cuando mayor sea el poder resolutivo, mayor sera la
definiciéon con que podremos observar un objeto. Los microscopios de gran poder
resolutivo son especialmente buenos para ver pequefias estructuras.

Figura 8.- Objetivos de un microscopio.

e El poder resolutivo de un microscopio compuesto depende de la longitud de
onda utilizada y de una propiedad o6ptica de la lente conocida como
apertura numerica.

e Como la longitud de onda habitualmente esta fijada, la resolucion de un
objetivo es funcion de la apertura numerica; cuando mayor sea la apertura,
el objetivo resuelto sera mas pequenio.

e Hay una correspondencia aproximada entre el aumento de un objetivo y su
apertura numerica, de tal modo que las lentes con mayor aumentos
habitualmente tendran mayores aperturas numericas. ( el valor de la
apertura esta marcado al lado de la lente).

El sistema de iluminacion de un microscopio es tambien de considerable
importancia, especialmente cuando se utilizan grandes aumentos. La luz que entra
en el sistema debe enfocarse sobre la preparacion para que la imagen se traslade
de forma adecuada al objetivo y llegue con la mayor calidad posible al ojo del
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observador a traves del ocular. Actualmente se utiliza un sistema de lentes,
incorporado al propio microscopio llamado condensador.

ahem /N~

U — :

Platina

L&ndensaddr

i - '. Tornillos

del
Carro

Figura 9.- Caja de Prismas, en la cual hay un prisma quien es el que se encarga
de desviar la imagen que se recibe desde el lente objetivo hacia el lente ocular
formando un angulo de 120 grados.
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fuente de iuz
Colector
Diafragma iris
Espejo (prisma)
Diafragma iris de abertura
Condensador

Plano objeto (objeto)
Objetivo

Diafragma de aberiura
10.- Diafragma de campo

171.- Ocular

12.- Pupila de salida

PONOMAWNSA
1

©
I

Figura 10.- La fuente de luz (1), con la ayuda de una lente (0 sistema) (2),
llamada colector, se representa en el plano del diafragma iris de abertura (5) del
condensador (6). Este diagrama se instala en el plano focal anterior
del condensador (6) y puede variar su abertura numérica. El diagrama iris (3)
dispuesto junto al colector (2) es el diafragma de campo. La variacion del diametro
del diafragma de campo permite obtener su imagen igual al campo visual lineal del
microscopio. La abertura numérica del condensador (6) supera, generalmente la
de la abertura del objetivo microscoépico. El objeto (7) se proyecta por el objetivo(8)
en el plano del diafragma de campo (10), que coincide con el plano focal anterior
del ocular (11). La pupila del ojo del observador se hace coincidir con la pupila de
salida del microscopio (12). Para el ojo normal los haces de rayos después del
ocular son paralelos. El haz de rayos de una fuente de luz con iluminancia
irregular (la espiral de una lampara incandescente) asegura con el sistema de
iluminacion uniforme del campo visual a merced de que los diafragmas de campo
(3) y (10) son conjugados, asi como también los son los diafragmas de abertura
(5) y (9) del condensador y del microscopio.
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Elevando o bajando el condensador puede alterarse el plano del foco de la luz y
elegirse una posicion que consiga el foco preciso. El condensador tiene también
un diagrama iris, que controla el diametro del circulo de luz que pasa por el
sistema.

Lo que se busca con este diafragma iris no es controlar la intensidad de la luz que
alcanza el objetivo, sino asegurar que la luz que pasa por el sistema condensador
ocupe justamente el objetivo. El diafragma iris es demasiado grande, parte de la
luz pasara no solo al objetivo sino también alrededor de él, y no se utilizara. Si la
luz es demasiado brillante, no debera reducirse alterando la posicion la posicidon
del condensador o del diafragma iris sino usando filtros de neutralizacion, o
disminuyendo el voltaje de la lampara. Nunca se insistira lo suficiente en que el
ajuste apropiado de la luz es crucial para la buena microscopia, especialmente a
los mayores aumentos.

‘; 5‘-’. , Perilla
’ del
Diafragma

Condensador

Figura 11.- Condensador, Diafragma y Perilla
del Diafragma.

Diafragma

[

Figura 12.-Parte inferior del condensador: abertura
regulable, o diafragma controlado por una palanca
lateral. Controla el abrir y cerrar del diafragma.

Diafragma

Diafragma
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Filtro | |

Diafragma

Figura 13.-Filtros coloreados o de luz natural.

Los tornillos macro/micrométrico estan engarzados en la platina que soporta las
muestras por medio de un mecanismo de cremallera y se utilizan para subir o
bajar dicha platina (acercarla o alejarla del objetivo) con el fin de enfocar la imagen
que se forma en el ocular. El tornillo micrométrico maneja un engranaje de paso
corto, especialmente para movimientos de gran amplitud y largo recorrido,
mientras el tornillo micrométrico controla un engranaje de paso corto, especial
para movimientos de pequefia amplitud y pequefo recorrido y se utiliza para el
enfoque fino de la imagen. *

Figura 14.- Tornillo Micrométrico y
bmétrico ( enfoque grud _ Macrométrico.

Micrométricc
( enfoque

MICROSCOPIO ELECTRONICO.

En este microscopio se utilizan electrones en vez de rayos de luz, y como lentes
funcionan unos electroimanes. Cuando los electrones pasan a través de una
preparacion algunos son difractados creando entonces una imagen que se hace
visible en una pantalla sensible a los electrones. La longitud de onda de la
radiacion de los electrones es mucho mas pequefia que la luz visible y como el
poder resolutivo de un microscopio es inversamente proporcional a la longitud de
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onda utilizada, la resolucion obtenida con el microscopio electronico es mucho
mayor que la conseguida con el microscopio optico.

Mientras que con el microscopio 6ptico ordinario o el de contraste de fases las
estructuras mas pequenas que pueden observarse tienen unos 0.2 micrometros,
con el microscopio electronico pueden verse facilmente objetos de 0.001
micrometro. Con el microscopio electronico es posible ver muchas sustancias
incluso de tamano molecular. Sin embargo a causa de la naturaleza de este
instrumento solo pueden examinarse objetos muy delgados.

Para preparar muestras para el microscopio electronico se necesitan técnicas
especiales de cortes ultrafinos. Para seleccionar las células primero deben ser
fijadas y deshidratadas, realizandose habitualmente este ultimo transfiriendo las
células a un disolvente organico. Después de la deshidratacién, la muestra es
incluida en plastico y en este plastico se cortan secciones finas utilizando un
ultramicrétomo, por lo general equipado con una cuchilla de diamante.

Para obtener suficiente contraste, las preparaciones se tratan con colorantes
especiales de la microscopia electronica, tales como acido ésmico, permanganato,
uranio, lantano, o plomo. Estos materiales estan compuestos por atomos de
elevado peso molecular y por ello, dispersan bien los electrones. Las estructuras
celulares tefidas con uno de esos materiales presentan un contraste muy
aumentado y por tanto se ve mejor.

Otro modo de conseguir contraste con el microscopio electrénico es la tincién
negativa, se aplica el mismo principio que el de la tincidn negativa del microscopio
optico. Se utilizan unas sustancias que no penetran la estructura pero que
disparen los electrones. Una de las tinciones negativas mas comunmente
utilizadas en la microscopia electronica se realiza con acido fosfovolframico
(fosfotungstico), para examinar directamente al microscopio electrénico.

Otra técnica de la microscopia electronica recientemente desarrollada es la de
criocorrosion que evita la formacion de artefactos al eliminar la fijacion quimica y
la inclusién. La muestra que se va a examinar es congelada sin tratamiento
quimico y el bloque congelado se corta con una cuchilla de diamante, de tal modo
que se eliminan porciones de las superficies de las células. Se hacen y se
examina entonces replicas en carbono de esas superficies, pudiéndose observar
estructuras superficiales o internas de la células. La mayoria de las estructuras
celulares vistas en secciones ultrafinas de preparaciones fijas quimicamente se
ven también en materiales congelados, lo que sugiere que esas estructuras no son
artefactos.
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Figura 15.- Microscopio Electronico.

Microscopio electronico de transmision.

El microscopio electronico de transmisién emite un haz de electrones
dirigido hacia el objeto cuya imagen se desea aumentar. Una parte de los
electrones rebotan o son absorbidos por el objeto y otros lo atraviesan formando
una imagen aumentada de la muestra. Para utilizar un microscopio electrénico de
transmision debe cortarse la muestra en capas finas, no mayores de un par de
miles de angstroms. Los microscopios electrénicos de transmision pueden
aumentar la imagen de un objeto hasta un millon de veces.

Microscopio electronico de barrido (MEB).

En el microscopio electrénico de barrido (MEB) la muestra es recubierta con
una capa de metal delgado, y es barrida con electrones enviados desde un cafon.
Un detector mide la cantidad de electrones enviados que arroja la intensidad de la
zona de muestra, siendo capaz de mostrar figuras en tres dimensiones,
proyectados en una imagen de TV. Su resolucion esta entre 3 y 20 nm,
dependiendo del microscopio. Permite obtener imagenes de gran resolucién en
materiales peétreos, metalicos y organicos. La luz se sustituye por un haz de
electrones, las lentes por electroimanes y las muestras se hacen conductoras
metalizando su superficie.®
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PRACTICA 5
TITULACION DE BACTERIOFAGO T 7

PRACTICA 5

TITULACION DE BACTERIOFAGO T 7

OBJETIVO.
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e Demostrar que los virus requieren de una célula metabdlicamente activa
para multiplicarse.

e Conocer que la multiplicacién del virus origina lisis celular.

e El alumno comprenda que la multiplicacion viral puede utilizarse para
cuantificar las particulas infecciosas.

INTRODUCCION.

El ensayo de placas es un ensayo cuantitativo que permite determinar la cantidad
de virus presente en una muestra dada. Se usa para cuantificar el nimero de virus
en una reserva viral o, en los experimentos de crecimiento de un paso, la cantidad
de virus que hay en un momento determinado. En resumen, se infectan las
monocapas celulares con diluciones seriadas de potencia 10 de un virus. Cuando
la particula viral infecta una célula, se replica y la destruye, lo cual origina una
placa. La monocapa de células infectadas generalmente es cubierta con agarosa
para restringir el movimiento de los virus nuevos que se liberan. De tal modo,
durante la replicacion, los virus nuevos solo pueden infectar a las células
circulantes, las cuales también son destruidas, Al cabo de varios ciclos de
replicacion, se forman un area o placa de células muertas.

Las placas se visualizan mediante la tincion de las células con colorantes como el
rojo neutro o el violeta cristal. Tedricamente, cada virus en el inoculo original
genera un area clara (placa) o una unidad formadora de placa (UFP). En otras
palabras un ensayo de placa mide la inefectividad. Sin embargo, es posible que
las particulas virales presentes en una muestra dada no sean infecciosas.
Entonces mas especificamente, un ensayo de placas mide solo el numero de
particulas infecciosas en una muestra, no el niimero total de particulas.’
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Figura 1.- Ensayo de placas que se uso para cuantificar una reserva de virus.
Después de la incubacién, se elimino el medio liquido de las células infectadas y la
monocapa de células no infectadas se tifilo con una solucién de cristal violeta
yetanol. Las areas claras (células infectadas y muertas) representan placas.
Obsérvese que las diluciones seriadas se agregaron a una monocapa de células
confluentes.?
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Figura 2.- Estructura del bacteriéfago T7.
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Titulacién de Virus por unidades infecciosas en cultivos celulares

Para titular un virus, primero hay que definir muy bien las lesiones que producen,
estas lesiones pueden ser:

e Lisis (mayoria de los virus)

e Fusion (virus sincitiales)

e Agigantamiento (por ejemplo linfocistis)
e Proliferacion (virus retro)

Después hay que definir el huésped donde se producen las lesiones,
histéricamente las lesiones se producian en embriones de pollo(membrana
alantoidea) o en ratones recién nacidos, y estos métodos todavia se utilizan
cuando no hay otro remedio. Se prefiere utilizar cultivos celulares, ya que se
pueden manejar mas facilmente y son mas reproducibles.Existen dos métodos
para titular un virus: por unidades formadoras de placa (UFP), aplicable solo a
cultivos celulares y por diluciones hasta el 50% del punto final dosis infectante en
cultivo de tejidos aplicable tanto a cultivos celulares, como in vivo.En el método de
UFP, varias monocapas celulares se infectan con diluciones seriadas de la
suspension de virus. Después de 1-2 horas, se lavan las monocapas y estas se
cubren con un medio viscoso (agar metilcelulosa, fibrindgeno-trombina). Alli donde
un virus ha infectado a una célula, aparece al cabo de 2-3 ciclos de infeccién una
placa visible (generalmente de lisis) resultante de la infeccion de las células
adyacentes a la inicialmente infectada. El medio semisdlido evita que las nuevas
particulas virales se difundan por toda la monocapa. El requisito para que este
método funciones es que las células infectadas deben poderse distinguir
claramente de las no infectadas. Por ejemplo, que se destruyan, que se separen
de la superficie, que se tifian distinto, etc. EIl método mas utilizado es o bien el de
retirar el medio semisdlido y tefir las monocapas con un colorante citolégico, o
bien usar rojo neutro como colorante vital. Una vez tefidas, las placas infectadas
pueden contarse facilmente y el titulo expresarse en unidades formadoras de
placa por mililitro. Existe una relacion directa entre el numero de virus en la
suspension inicial y el numero de placas resultante.

En el método de diluciones hasta el 50 % del punto final, las monocapas u
organismos se inoculan con diluciones seriadas de la suspension viral. Después
de incubar para la multiplicacion del virus, el punto final es la ultima dilucién que
da un efecto citopatico positivo. El titulo se calcula suponiendo que la ultima
dilucién que ha dado un efecto citopatico positivo contiene una unidad viral
infectiva. Debido que el efecto observado depende estadisticamente de cada serie
de diluciones del virus.?
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MATERIAL.

e Una suspensién de bacteriéfago T7 con titulo 2 x 104 bacteriofagos /mL
¢ 5 ml de cultivo de E.coli con densidad de 3-5x108 bacterias/mL

e Agar nutritivo

e 3 pipetas estériles de 0.1 mL

METODO.

1. Dividir la caja petri en tres secciones

- Con una pipeta tomar una muestra de la suspension del bacteriofago
distribuirlo en la zona A.

- Tomar con otra pipeta 0.1 mL del cultivo de E.coli, distribuir en la seccién B
y dejar secar

- Tomar 0.1 mL del bacteriéfago con una pipeta y depositarlo en el cultivo de
E.coli, homogenizar. Ahora la concentracion de bacteriéfagos en el cultivo
de E.coli es de 4x10? bacteriofagos/mL. (se hizo una dilucién 1:50, se diluyo
1,50 veces)

- Tomar 0.1 mL de esta dilucion y sembrar homogéneamente en la zona C de
la caja Petri.
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- Incubar a 37°C x 24 h.

Tomar 0.1 ml del bacteriofago con una pipetay
depositarlo en el cultivo de E.coli, homogenizar

Y

B
tomar 0.1 ml de A
E.coli y distribuir

incubar a 37°x 24 h <: B tomar o‘.:1 mi de la
contar el numero de placas liticas dilucion y distribuir,

RESULTADOS.

A

=>

tomar una muestra del
bacteriofago y distribuirlo

e Contar el numero de placas liticas.
e Calcular la concentracion de bacteriéfagos/mL de la suspension original
(sobre la base de sus resultados y multiplicar x 500)

S
T
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GUIA DE ESTUDIO.

e Estructura del Bacteriéfago T7
e Titulacion de Virus

e Técnicas de cuantificacion viral
o Utilidades de los bacteridfagos
e Fendémenos de Twort y Herelle

CUESTIONARIO.

1.- Dibuje la estructura de un bacteriéfago.

2.- Describa los pasos de infeccidon de un fago a una bacteria.

3.- ¢ Qué importancia tiene el ensayo de placas?

4.- 4 Cual es el fundamento del ensayo de placas liticas?

5.- Mencione algunos colorantes que se utilizan para la observacién de placas.
6.- , Como se observaran las unidades formadoras de placas?

7.- ;,Como se cuantifica el numero total de particulas infecciosas?

8.- Mencione otros bacteriofagos T de importancia clinica.

9.- ¢ Que es la fagoterapia?

10.- Mencione otras técnicas para cuantificar virus.
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ANEXO DE LA PRACTICA 5.TITULACION DEL BACTERIOFAGO T7

Los bacteriofagos tienes estilos de vida alternativos: fagos liticos y fagos
atemperados.

Los bacteriofagos se adsorben a las moléculas receptoras de la superficie de las
células bacterianas durante el primer paso de la infeccidén. Los receptores pueden
ser pili, proteinas, oligosacaridos o lipopolisacaridos del huésped. Estructuras
especializadas como las fibras de la cola median la adsorcion. El bacteriéfago T4
tiene cola y anclas de las fibras de esta en los receptores lipopolisacaridos de su
huésped. Esto causa un cambio conformacional que lleva a la contradiccion de la
vaina de la cola y a la penetracion de la membrana celular y del bacteriofago. El
DNA es luego inyectado en la célula del huésped a través del tubo de la cola.
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= .

Voina —__ __—— Nicloo intorno cola se

.~ Fibras do_
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Capa 40 MUIGINa —e—a . BRCHTEE. M Sy A =T FSIPIN TSI 1T\ A FFMMIEICT S IS T HIRC ST TR | PeSETE 1 it Rie T
brana colular — 27 — iy S-Sy Sty e erev—— e e - - / e~ et e e -
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Citoplasma —_ La adhesidn inicial a La adhesién final se -.-¢l tubo de la cola
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célula bacteriana se 1as proyecciones de través do la envoltura | ...y el DNA
logra mediante las la placa basal y la membrana entra en el
fibras de la cola ceiular.. citoplasma

Figura 1 Bacteriofago T4 que esta penetrando a través del receptor Omp C de la
membrana externa de E. coli K12.
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Figura 2.- Ciclo de infeccion litica del bacteriéfago T4 de E.coli.

Otros bacteriéfagos pueden unirse a un segundo receptor. Los bacteriéfagos que
no tienen cola penetran en la bacteria huésped produciendo enzimas de
polisacaridos, replica cada vez que la célula copia su DNA cromosdmico durante
la division celular. Cuando el genoma del fago se integra en un sitio en el
cromosoma bacteriano, se le denomina profago. Algunos bacteriofagos
atemperados codifican transposasas, las cuales permiten que el fago se inserte
aleatoriamente en el cromosoma. Otros bacteriofagos se integran en
localizaciones especificas dentro del cromosoma. Durante el estado de profago,
todos los genes del bacteriéfago estan reprimidos, excepto el gen que codifica una
proteina represora. La proteina represora impide la sintesis de enzimas y
proteinas requeridas para el ciclo litico.

Si el represor se torna inactivo (pierde su funcién), el DNA viral es eliminado del
cromosoma bacteriano. EI DNA separado (genoma del bacteriéfago) actua como
un virus litico capaz de producir nuevas particulas virales que se liberan durante la
lisis celular. Esta induccion espontanea se produce una vez cada 10, 000
divisiones celulares, aproximadamente. Los bacteriéfagos atemperados producen
portan genes del huésped de una bacteria a otra en un proceso que se llama
transduccion.”
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ANALISIS DE RESULTADOS.

La informacién y estructura en la que el manual de microbiologia se
encuentra es muy escaso, por lo que ameritaba una actualizacion y modificaciones
de sus elementos, la busqueda de informacioén fue una parte fundamental para la
mejora del antiguo manual. Al querer hacer mas completo este nuevo manual se
encontré que la informacién consultada para cada practica era tan amplia que no

se podia incluir toda en la introduccion y por lo tanto esta se llevo un anexo.

Los anexos se disefiaron de tal manera que los alumnos puedan tener informacién
disponible en cualquier momento al estar realizando la practica, es decir se
incluyen imagenes que permitan al alumno familiarizarse con nuevos

procedimientos e informacién actualizada.

Las practicas propuestas en este trabajo fueron disefiadas de acuerdo al material
con el que cuenta el Laboratorio de Microbiologia General Il y también se
considero la accesibilidad de las muestras. Es importante sefalar que las dos
practicas propuestas estan sujetas al tiempo que se tiene para el modulo de
Virologia y al criterio de los profesores que imparten la materia, ellos plantearan el

desarrollo de las mismas y cuando implementarlas.
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CONCLUSIONES.

Se logré la reestructuracidon de las practicas del manual del laboratorio de
Microbiologia General Il, esto permitira en un futuro facilitar la comprension de
cada practica y mejorar el aprendizaje de los alumnos de 7° semestre de la carrera
de QFB.

En este trabajo se logro modificar las practicas existentes en el manual de
Microbiologia General Il en el componente de virologia incorporando: la
introduccién, esquemas, cuestionarios, guias de estudio, formatos de reporte y un

anexo en cada practica.

También se propusieron dos nuevas practicas en el modulo de virologia para que

en un futuro se puedan realizar.
1.- Efecto Citopatico

2.- Titulacién del bacteriofago T7
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