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C.S. I C.
INSTITUTO ”JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGIA
E INSTITUTO DE EDAFOLOGIA Y BIOLOGIA VEGETAL
SECCION DE MICROORGANISMOS PARASITOS DE LAS PLANTAS

ESTUDIO DE SECCIONES ULTRAFINAS
DE CLOSTRIDIUM TETANI Y SUS FORMAS L FIJAS,
POR MICROSCOPIA ELECTRONICA

por

M. RUBIO-HUERTOS y Cinoina GONZALEZ

INTRODUCCION

Las formas L de las bacterias, desde su descubrimiento por Kliene-
berger-Nobel en 1935 (3), han sido estudiadas extensamente por diferen-
tes investigadores (1, 8 y 12), y sobre todo aquellas inducidas por
adicion de penicilina al medio de cultivo, método empleado corriente-
mente y cuyo mecanismo de induccion fue puesto de manifiesto por
Park y Strominger (5). El efecto inductor de formas L, de la glicocola
y otros aminoacidos es muy parecido al de la penicilina, pero su meca-
nismo de accion no es conocido y solamente se han podido obtener
formas L fijas o estables por este procedimiento en muy pocos casos,
siendo uno de éstos el conseguido por nosotros con el Clostridium teta-
ni (7), en el que también se ha podido comprobar que las formas L fijas
obtenidas con glicocola conservaban el poder patigeno e incluso produ-
cian mas toxina que la estirpe normal (2).

En los trabajos que hemos realizado anteriormente con diversas
bacterias gram-negativas, empleando glicocola y penicilina (6 y 8) pudi-
mos ver que aunque la accidn es parecida, las formas L obtenidas con
glicocola son resistentes al choque osmdtico, y en el caso de las for-
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2 M. Rubio-Huertos y Cdndida Gonzdlez

mas L fijas del Agrobacterium tumefaciens, conservan.una envoltura
celular o pared bien definida (aunque su composicién quimica varie res-
pecto a la normal (11) membrana citopldsmica y una organizacién celular
similar a la de la forma normal. Las formas L del Clostridium tetani no
tienen esporas.

En el presente trabajo estudiamos la citologia en el microscopio
electrénico por medio de secciones ultrafinas de las formas L fijas de
Clostridium tetani y de su forma bacilar normal. o

MATERIALES Y METODOS

Hemos empleado una estirpe de Clostridium tetani del Instituto

Ibys, cultivdndola en medio VF, preparado de la siguiente forma:
Se digieren a 48 °C durante veinte horas, 3.600 kg de carne de
buey desgrasada y 1 kg de higado de buey, en 150 cm® de acido clor-
hidrico puro y 10 g de pepsina (titulo, 500); a 1.000 cm?® de este medio
base se le afiaden 9 cm?® de lejia de sosa pura (36° Baumé), se calientan
a 120 °C y se filtran sobre papel laurent. Se reparten en tubos y esterili-
zan a 110 °C, durante treinta minutos (¥).

La forma L fue la obtenida por medio de glicocola por Rubio y Gon-
zalez (7), que se conserva en la coleccién del Instituto «Jaime Ferran»,
de Microbiologia, y se cultivé asimismo en el medio VF.

La fijacién y proceso de inclusién fue hecha para la forma L y nor-
mal de la manera siguiente:

Separamos las células del medio liquido de cultivo por centrifuga-
cién a 3.000 r/m durante treinta minutos; lavamos con -agua destilada
y centrifugamos de nuevo para eliminar el agua de lavado y se fija en
tetraéxido de osmio al 2 por ciento en tampén de acetato de veronal,
de pH 7.2, durante dos horas, en frio (4 °C). Se centrifuga otra vez
hasta conseguir un sedimento compacto; se elimina el liquido de la fija-
cién y se afiade a dicho sedimento unas gotas de agar fundido para
formar un bloque con las células, al enfriarse. Este bloque se corta en
trozos de 1 mm? y se deshidratan los trozos en pases sucesivos de aceto-
na, a concentraciones crecientes, incluyéndose por fin en :durcupan, que
se endurece durante veinticuatro horas en estufa a 55 °C.

(*) Prevor y Boomrsma. 1939. Ann. Inst. Pasteur, 63, 300.



Secciones ultrafinas de Cl. tetani y formas L fijas 3

Las secciones fueron cortadas en un ultramicrotomo LKB ultratome,
con cuchilla de vidrio y se examinaron en el microscopio electrénico
Siemens Elmiskop I, del Servicio de Microscopia Electrénica de la Divi-
sion de Ciencias del C. S. I. C,, con una aceleracién de 80 kW y 20.000
aumentos directos.

Algunos de los cortes fueron tefiidos con citrato de plomo antes de
ser observados.

RESULTADOS

Formas bacilares normales

Las formas bacilares normales tienen la morfologia tipica del Clos-
tridium tetani observado con microscopio normal, es decir, son células
alargadas, con los bordes achatados. La pared celular estd constituida
por una doble membrana perfectamente definida, con un espacio claro
entre ambas (figura 1 b); un poco separada de esta pared se encuentra
la membrana citopldsmica, intimamente unida en su mayor parte al
citoplasma (figura 1 ¢). Se han observado mesosomas.

El citoplasma es denso y granular, muy homogéneo, con zonas irre-
gulares transparentes a los electrones, que constituyen el nucleoplasma y
en cuyo interior se pueden observar finas fibrillas de los nticleos bacte-
rianos (figura 1 N). ’

Formas L

Las formas L del Clostridium tetani observadas en el microscopio
normal, son compactas, esféricas o de forma irregular y siempre forman-
do paquetes de células, muy dificiles de disgregar. En el microscopio
electrénico aparecen también irregulares, a veces esféricas y. con carac-
teres citoldgicos que difieren en su mayor parte de los observados en las
formas bacilares.

La envoltura celular estd formada por una doble membrana, pero
carece de la tercera, mis externa, observada en las formas bacilares;
también se observa que, de las dos membranas, la mas externa aparece
mas fina que la interna, bien que en algunas formas sélo hemos obser-
vado una membrana tnica (figura 2 M).

Un hecho de gran interés, que mdis adelante discutiremos, es la pre-
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4 M. Rubio-Huertos y Cédndida Gonzdlez

sencia de mesosomas en un 30 por ciento de las formas L (figura 2 ms);
esto posiblemente esté relacionado con la presencia de numerosos tabi-
ques distribuidos de manera andrquica en el interior de estas formas,
los que se ponen atin mejor de manifiesto en las formas que han perdido
su contenido protoplasmico (figuras 2, 3T y 4).

El citoplasma es similar al de las formas bacilares, granuloso y muy
denso en la mayoria de las células.

En algunas células, el citoplasma es irregular, es decir, se agrupa
en pequeflas manchas mds o menos esféricas, dejando vacio el resto de
la célula (figura 4).

Los ntcleos estidn formados por la tipica vacuola, con filamentos o
grumos muy opacos a los electrones, en su interior. Su distribucién a veces
es bastante irregular (figuras 3 y 4 N), de forma que algunas veces
entran en contacto con la membrana citopldsmica o con los septos o
tabiques, que como hemos dicho antes son también muy irregulares.

A veces se encuentran tres o cuatro células unidas por una fina
membrana comuin, lo que puede explicar la dificultad de disgregar los
grumos de células que se observan en el microscopio normal (figura4 M).

Como ya se habia observado en microscopia normal, las formas L
no forman esporas ni hemos encontrado por microscopia electrnica
siquiera un rudimento de su formacion.

DISCUSION

Estd generalmente admitido que las bacterias en su forma L esta-
ble han perdido su capacidad de formar la pared celular normal, y esto
parece también que interfiere con su mecanismo de division, ya que la
multiplicacién de las formas L es en general dificil. Algunas necesitan
medios especiales con suero, sulfato magnésico, agar blando, etc.; otras
son incapaces de multiplicacién o lo hacen muy lentamente en medio
liquido. Sin embargo, en el caso de las formas L fijas del Agrobacterium
tumefaciens, éstas crecen en medios corrientes para las bacterias en
general, tal como el caldo comin, y su curva de crecimiento es similar
a la de la forma normal. Las formas L fijas del Clostridium tetani crecen
con mayor lentitud que las normales en medio idéntico, VF, pero, en
general, crecen bien.

Observadas en el microscopio electrdnico, las formas L del Clostri-



Figura 1. Clostridium tetani. Forma normal. Original x 20.000
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Figura 3. Cl. tetani. Formas L. Tabicacion y zonas

nucleares desordenadas. Original x 20.000
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Secciones ultrafinas de Cl. tetani y formas L fijas 9

dium tetani poseen una membrana (*) externa menos, y a veces dos, que
la forma normal, formando una envoltura mds definida que la observada
por Ryter y Landman (10), en secciones ultrafinas de formas L obtenidas
por medio de penicilina y las inducidas por lisozima; esta envoltura
resiste ademds el choque osmdtico, en lo que se diferencia también de
las citadas anteriormente.

Segtin los mismos autores (10), la carencia de mesosomas en las
formas L del Bacillus subtilis y B. licheniformis obtenidas por lisozima,
seria la razon fundamental para las irregularidades de la divisién de
dichas formas L, puesto que ellos creen necesaria la presencia de meso-
somas para la formacién de septos e incluso para la formacién de la
pared celular. Sin embargo, en las formas L del Closiridium tetani
observamos la presencia de numerosos mesosomas (figuras 2 ms) y
ademds la formacién de septos; pero precisamente donde creemos nos-
otros que residen las anomalias en la divisién celular es en la formacién
desordenada de septos, en donde no se dividen las células proporcio-
nalmente, pues los tabiques a veces comprenden partes del citoplasma
sin micleo y ademds, en una célula se pueden formar simultdneamente
varios septos, dividiendo dicha célula en porciones de tamaifio irregular,
por lo que se pueden observar células de tamafio muy variable. Este des-
orden en la formacién de septos parece mas bien un desorden de tipo
genético, asi como el hecho de que estas formas L sean incapaces de
formar esporas, pues, citoldgicamente, no se advierte ninguna razén por
la que no puedan formarse. Segtin McQuillen (4), las células que nor-
malmente forman esporas, si cuando estdn en condiciones de hacerlo
son tratadas con lisozima, los protoplastos resultantes contintian el pro-
ceso y también forman esporas, aunque en niimero algo menor que la
bacteria normal.

La irregularidad de distribucion del nucleoplasma en algunos casos,
es posible que esté producida por el desorden en la formacion de septos,
pero también pudiera ser lo contrario, es decir, si la relacién nicleo/
membrana citopldsmica 0 mesosomas es necesaria para iniciar la for-

(*) Cuando decimas membrana nos referimos a cada «capa» de la pared celular
y a la propia membrana citopldsmica en Gltimo lugar, come membrana mas interna,
ya que en el microscopio electrénico, tanto las capas que constituyen la pared celu-
lar como la membrana citoplismica vienen representadas por una linea continua
oscura, separada de la siguiente linea oscura por un espacio claro mis o menos
grande.



10 M. Rubio-Huertos y Candida Gonzdlez

macion de los tabiques, segtin Ryter y Jacob (9) y Ryter y Landman (10),
el origen de ambas irregularidades estaria en la orientacidn o atraccién
niicleo-mesosoma, que debe realizarse ordenadamente en las células
normales, es decir, con un ritmo en el tiempo y en la zona de contacto,
y, por el contrario, desordenadamente en las formas L, mecanismo pro-
bablemente inducido por alguna sustancia quimica y controlada por
algiin gen.

La presencia de mesosomas en las formas L estables de Clostridium
tetani hace que no podamos aceptar la idea postulada por Ryter de que
la incapacidad de formar pared celular en las formas L fijas est4 directa-
mente relacionada con la falta de mesosomas.

RESUMEN

Las formas bacilares normales de Clostridium tetani observadas al
microscopio electrénico, son alargadas, con las puntas casi cuadradas,
estdn envueltas por una pared celular formada por tres capas y una
membrana citopldsmica. El citoplasma es granular y bastante denso.
El nucleoplasma es una zona mas transparente a los electrones en el
centro de la célula y en ella se encuentran las fibrillas tipicas de los
ntcleos bacterianos. A

Las formas L cultivadas y observadas de la misma manera, carecen
de una de las membranas exteriores y a veces de dos de ellas, su cito-
plasma es granuloso y compacto y en él se pueden observar numerosos
mesosomas, tabiques intracelulares o septos dispuestos irregularmente
y los elementos nucleares también distribuidos desordenadamente en
algunas células. Las formas L carecen de esporas.

Se discuten las diferencias encontradas con respecto a la multiplica-
cién de ambas formas, sobre todo en su relacion con la presencia de
mesosomas en las formas L.

SUMMARY

Normal bacillary forms of Clostridium tetani observed at the electron
microscope in ultrathin sections showed a definite cell wall and cyto-
plasmic membrane, a granular cytoplasm rather dense and the nucleo-
plasm as a light electron area with dense fibrills within.

Glycine induced stable pathogenic forms of Closiridium tetani grown

10



Secciones ultrafinas de Cl. tetani y formas L fijas 11

in the same medium as the normal ones showed lack of one or two of
the external membranes; a granular cytoplasm and mesosomes in most
of the cells. Septa, irregularly distributed in the cytoplasm were observed
in several cells. The nuclear material was also in some cases irregularly
placed. The L forms do not form spores. The postulate that the loss of
mesosomes in the L forms is the cause of inhability to form new cell
wall do not seems to be correct, after our finding of stable L forms
with mesosomes.

10.

11.

12.
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ESTUDIO COMPARATIVO DEL COMPONENTE
GRASO DEL AGROBACTERIUM TUMEFACIENS
Y DE SUS FORMAS L FIJAS

I. Aislamiento de las distintas fracciones lipidicas

por

M. SANTAOLALLA

INTRODUCCION

En un trabajo anterior (8) estudiamos las diferencias en la composi-
cién quimica del componente glucoproteico de las paredes celulares del
Agrobacterium tumefaciens y sus formas L fijas. En el presente, hacemos
un estudio de los lipidos extraidos de estos microorganismos, intentando
establecer las diferencias fundamentales de sus componentes grasos.
Las bacterias fueron cultivadas en medios y condiciones idénticas.

MATERIALES Y METODOS

Empleamos el Agrobacterium tumefaciens estirpe AT de la vid, que
cultivamos en matraces de Erlenmeyer de 6 1, en caldo comiin, con agita-
cién a 25 °C. A las cuarenta y ocho horas, aproximadamente, centrifu-
gamos para separar los microorganismos y lavamos éstos con agua estéril,

’ . 4 0,
secandolos a continuacién a 50 °C hasta peso constante.

En un medio idéntico y condiciones analogas, cultivamos las formas L

Microbiol. Espaii., 18 (1965), 13. 1



14 M. Santaolalla

fijas del Agrobacterium tumefaciens conseguidas y suministradas por
los doctores Rubio y Beltrd (7).

Extraccion y purificacién de la grasa

La sustancia seca la tratamos, primero, con una mezcla de alcohol
absoluto y éter sulftrico (3: 1, v/v) durante veinticuatro horas, a tem-
peratura ambiente; separamos el disolvente y tratamos el residuo con
la mezcla cloroformo-metanol (2 : 1, v/v), también a temperatura am-
biente durante veinticuatro horas. Estos residuos grasos los purificamos
por tratamiento con tres pequefias porciones sucesivas de éter de petro-
leo. Sobre esta grasa purificada hacemos las determinaciones que se
citan seguidamente.

Indice de yodo

Determinacion de nitrégeno

Empleamos el método corriente de micro-Kjeldahl.

Determinacién de fésforo

Se determiné por el método colorimétrico de Fiske y Subarow, utili-
zando para la lectura el fotocolorimetro de Klet con el filtro de 630 mg.

Determinacion de los aminodcidos de la lipoproteina

El residuo proteico, separado de la grasa en la purificacion, fue hidro-
lizado en tubo cerrado con CIH 6 N, calentando en estufa a 115 °C duran-
te dieciséis horas; evaporado el liquido a sequedad en estufa, a 55 °C,
se disuelve el residuo en agua destilada, haciendo dos evaporaciones
consecutivas para eliminar las trazas de 4cido clorhidrico; se disuelve
este residuo en agua destilada y con €l hacemos la cromatografia.

Cromatografia de desarrollo descendente

Monodimensional. Disolvente: butanol-n, 40; etanol, 10; 4cido acé-
tico, 10; agua, 20.

Bidimensional. Disolventes: 1) fenol al 80 por ciento, en agua; 2) bu-
tanol-n, 80; Acido acético, 20; agua, 20.

2
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Revelador: solucién de ninhidrina al 1 por mil, en alcohol isobutilico
al 90 por ciento.

Fraccionamiento de los lipidos

Empleamos el método de Hirsch y Ahrens (2), basado en la cromato-
grafia en columnas con 4cido salicico (Mallinkrodt), previamente lavado
con acetona y éter sulfurico, secdndolo después a baja temperatura; los
disolventes, volimenes y distintas fracciones eluidas se indican en el
cuadro 1.

Cuadro 1
Eter Metanol ,
en hexano en cloroformo Centimetros Fraccién eluida
. . cubicos
Porcentaje Porcentaije
15 50 Colesterol esterificado
4,0 50 Triglicéridos
8,0 50 Acidos grasos libres
15,0 - 50 Colesterol libre
30,0 50 Diglicéridos
80,0 50 Monoglicéridos
15 _ 100 Cefalinas
25 200 ~  Lecitinas
70 100 Esfingomielinas
100 200 Isolecitinas

De las distintas fracciones, fue eliminado el disolvente a baja tempe-
ratura y fueron pesadas.

TInvestigacion de colesterol

Empleamos la reaccién de Liebermann, que consiste en afadir anhi-
drido acético y unas gotas de 4cido sulftrico a la disolucién cloroférmi-
ca del problema; la reaccién positiva origina un color azul, que pasa al
rosa y después verde. Comprobamos precipitando el digiténido de color
blanco sedoso, formado al afiadir a la solucién alcohdlica caliente digi-
tonina disuelta en alcohol.
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RESULTADOS

Forma normal del Agrobacterium tumefaciens

6,4273 g de sustancia seca los tratamos con 180 ml de la mezcla alco-
hol 4 éter; la grasa obtenida mediante este tratamiento fue 0,1669 g,
que equivalen al 2,59 por ciento. El residuo se traté con la mezcla
cloroformo + metanol, obteniéndose 0,3962 g, equivalentes al 6,16 por
ciento. El total de grasa impura obtenida mediante estos dos tratamien-
tos fue 0,5631 g, que equivalen al 8,75 por ciento del peso seco de que
partimos (cuadro 2). o

Purificamos estas dos fracciones de grasa por separado, mediante el
tratamiento indicado con éter de petrdleo, obteniendo las siguientes
cantidades de lo que denominamos grasa pura:

De los 0,1669 g obtenemos ... ... 0,1500 ¢
03962 ... .. 0,3762
Total ... ... 0,5262 ¢

que corresponden al 8,18 por ciento.
Con esta grasa pura realizamos los siguientes ensayos (cuadro 3):

Indice de yodb OO £2
Nitrégeno (media) ... ... ... ... ... 1,88%
Fosforo (media) ... ... ... ... ... ... 191%
Relacion P/N (media) ... ... ... ... 101

No hicimos anélisis cromatografico de la parte proteica separada al
purificar la grasa, por considerarla en este caso infima, como corresponde
a la diferencia entre 8,75 y 8,18 por ciento.

Los resultados obtenidos correspondientes a los distintos componen-
tes de la grasa, separados por cromatografia en columna, se mencionan
en el cuadro 4.



Cuadro 2
Grasa extraida A. tumefaciens
Sustancia
seca Forma normal Forma L
de partida Impura Pura
Gramos Porcentaje Gramos Porcentaje
6,4273 4,8344
Con alcohol
+ éter 0,1669 2,59 0,2834 5,89
Con cloroformo
4 metanol 0,3962 6,16 0,2020 4,34
0,5631 8,75 0,4854 10,23
Con alcohol
+ éter 0,1500 2,33 0,2037 4,21
Con cloroformo
+metanol 0,3762 5,85 0,0957 1,98
0,5262 8,18 0,2994 6,19

"] spueiof sns 3p fi susroejowin} 'y 12p ospu3 apuauoduio))
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Cuadro 3
At i
Nitrégeno Fésforo umefaciens
Indice Forma normal Forma L
de yodo —
Grasa extraida con Porcen- Porcen-
| taje | taje
—_ 72 66-67
Alcohol
+ éter 1,20 1,61
Cloroformo .
-+metanol 2,57 4,19
Alcohol
+ éter 1,43 0,29
Cloroformo ’
+metanol 2,40 0,67
Relaciéon P/N (media) 1,01 0,16
Cuadro 4

A. tumefaciens

Fracciones separadas Forma Forma

normal L

Miligramos
|

Colestero! esterificado 3,8 4,8 -
Triglicéridos. 3,0 2,3 -
Acidos grasos libres 4,5 10,4
Colesterol libre. 17,0 60,7
Diglicéridos. 22,7 © 16,9
Monoglicéridos 1,0 25,2
Cefalinas 59,0 34,7
Lecitinas 200,0 25,0
Esfingomielinas 98,4 151
Isolecitinas 11,6 3,1
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Forma L del Agrobactérium‘tumefaciens

4,8344 g de sustancia seca se trataron con 140 ml de la mezcla al-
cohol + éter, obteniéndose 2,2834 g, que representan el 5,89 por ciento
del residuo; por el tratamiento con la mezcla cloroformo + metanol sepa-
ramos 0,2020 g de grasa, que equivalen al 4,34 por ciento. El total de
grasa impura obtenida mediante las dos extracciones fueron 0,48%4 g,
que significan el 10,23 por ciento referido a peso seco.

Al purificar estos 0,4854 g de grasa por tratamiento con éter de petrd-
leo, obtuvimos 0,2994 g de la grasa, que denominamos pura, que equi-
valen al 6,19 por ciento. La substancia separada de la grasa, una vez
seca, es un sélido pulverulento de color blanco amarillento, con un
contenido en nitrégeno entre el 126 y el 12,8 por ciento. El andlisis
cromatografico de ella demostré que estaba compuesta de los siguientes
aminodcidos: glicina, dcido glutdmico, alanina, treonina, tirosina, valina,
leucina, isoleucina y fenilalanina. No se encontré en esta sustancia nin-
gun glacido. '

Con esta grasa pura realizamos los siguientes ensayos (cuadro 3):

" Indice de yodo ... ... ... ... ..o .. 6667
Nitrégeno (media) ... ... ... 2,90 %
Fésforo (media) ... ... ... ... ... ... 048%
Relacién P/N (media) ... ... e 016%

Las fracciones separadas cromatograficamente se mencionan en el
cuadro 4. ‘ '

DISCUSION

Del examen de los resultados obtenidos en el presente trabajo, resu-
midos en los cuadros anteriores, y sin intentar que las cifras correspon-
dientes a las distintas fracciones obtenidas cromatograficamente corres-
pondan a valores absolutos (en la actualidad estamos estudiando cada
una de ellas), podemos exponer las diferencias mas notables.

Mientras que de la forma normal del Agrobacterium tumefaciens
extraemos inicialmente una grasa casi pura, a partir de la forma L obte-

7
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nemos una lipoproteina que contiene alrededor del 40 por ciento de subs-
tancia proteica.

Los indices de yodo de ambas grasas son diferentes; lo mismo sucede
con su contenido en nitrégeno. Las diferencias en fdésforo y la relacion
fosforo : nitrégeno son muy significativas y concuerdan con el contenido
en fosfolipidos de ambas grasas.

El colesterol se ha podido poner de manifiesto en la fraccién corres-
pondiente a la forma L, mediante la reaccién de Liebermann, y también
precipitindolo como digiténido; pero no en la forma normal.

Asselinean (1) sefiala que la tinica propiedad que distingue netamente
los lipidos de origen bacteriano de los correspondientes a otras especies
vivas, es la ausencia total o casi total en aquéllos de esteroides. Rebel
y colaboradores (4), estudiando comparativamente los lipidos del bacilo
Proteus y los de una forma L estable de él derivada, encuentran una
proporcion muy superior de colesterol en la forma L fija. Posteriormente,
Krembel y colaboradores (3), estudiando también los lipidos de las
formas L fijas del Proteus, obtienen una fracciéon que da débilmente posi-
tiva la reaccion de Liebermann, pero este colesterol no lo pueden com-
probar por cromatoplaca ni por espectroscopia infrarroja. Trabajos de
Rebel y colaboradores (5) y Rebel y Mandel (6) indican que las formas L
son incapaces de sintetizar el colesterol, pero si el medio lo contiene,
éstas lo absorben y entonces ellos lo evidencian en la correspondiente
fraccion lipidica por la reaccién de Liebermann positiva, por cromato-
grafia sobre papel, sobre gel de silice en capa fina, en columna de silice,
y por el estudio espectrofotométrico de sus derivados bromados y aceti-
lados.

Smith y Rothblat (9) también demuestran mediante el empleo de
sustancias marcadas con “C la incorporacién de distintos esteroides en
los organismos PPLO de origen humano cultivados en medio adecuado.

RESUMEN

Se ha realizado la extraccién, purificacion y fraccionamiento de la
grasa del Agrobacterium tumefaciens y de su forma L fija, operando en
condiciones andlogas. La grasa correspondiente a la forma L resulta ser
una lipoproteina con un contenido proteico equivalente al 40 por ciento.
En la grasa de la forma normal, el contenido en fosfitidos, alrededor

8
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del 70 por ciento, es mucho mayor que el correspondiente a la grasa
de la forma L, 26 por ciento aproximadamente.

Es interesante sefialar la presencia de colesterol en la grasa de la
forma L, evidenciada mediante la reaccion de Liebermann y la forma-
cidn del digitonido por precipitacion con digitonina.

SUMMARY

Purification and fractionation of fat from normal Agrobacterium
tumefaciens and its fixed L form has been made in analogous conditions.
The fat of the L form was a lipoprotein with a 40 per cent protein.
The fat from the normal form had no protein and its content of phospha-
tids was about 70 per cent whereas the phosphatids from the L form
amounted to 26 per cent approximately.

Cholesterol was found as a component of the fat from the L form.
No cholesterol was found in the normal form.

BIBLIOGRAFIA

. AsSELINEAN, J. 1962. Les lipides bactériens. Hermann, Paris.

. Hirsch, J., y Aumens, E. H. 1958. ]J. Biol. Chem., 233, 211.

KReMBEL, J.; DELUZARCHE, A., y Mmck, R. 1961. Compt. Rend., 253, 2.005.

. REBEL, G.; BADER, A. M.; SENSENBRENFR, M., v MaNDEL, P. 1960. Compt. Rend.,
250, 3.516.

ReBEL, G.; BabEr-HircH, A. M., y Manper, P. 1963. Bull. Soc. Chim. Biol,
45, 1.327.

. REBEL, G., y ManpEL, P. 1962. Compt. Rend., 253, 2.686.

. Rusio-Huerros, M., y BeLTRA, R. 1962. Nature, 195, 4.836.

. SanTaoLALLA, M. 1963. Microbiol. Espaii., 16, 25.

. Smiter, P. F., y Roremrar, G. H. 1960. ]. Bacteriol., 80, 842.

U b OO

[ I W)



PENIBERICA, S. A.
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA

CONTRIBUCION AL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO
DEL ESTAFILOCOCO (*)

por

J. REPARAZ

INTRODUCCION

Teniendo en cuenta que, entre otras muchas facetas suyas, el estafi-
locaco puede ser considerado como el representante genuino de la resis-
tencia a los antibidticos, no es extrafio que su estudio haya despertado,
y siga haciéndolo actualmente, un gran interés dentro del campo de la
Bacteriologia.

Precisamente por la importancia de estas cepas resistentes, algunas
de ellas causantes de graves e incluso mortales septicemias; por el gran
aumento en el nimero de infecciones hospitalarias; por su repercusién
en la revisién de las normas higiénicas y procedimientos de esteriliza-
cion en los centros sanitarios; por la utilidad de técnicas, tales como la
de la tipificaciéon por bacteriéfagos, serologia o antibiograma de una
raza estafilocicica, etc., fue por lo que nos decidimos a llevar a cabo un
estudio epidemioldgico de este germen en Navarra, habida cuenta ade-
mas de la escasez con que en nuestro pais se realizan trabajos de esta
especie.

Por otra parte, la especial circunstancia de poder estudiar las cepas
del personal de una fabrica de antibiéticos—la mayoria, jévenes de los

(*) Este trabajo in extenso, fue presentado como tesis doctoral en la Fa-
cultad de Medicina de la Universidad de Navarra, obteniendo la calificacion
de sobresaliente. :

Microbiol, Espaii., 18 (1945), 23. 1
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pueblos con escasisimo contacto previo con tales productos—y compa-
rarlas con las de la poblacion general y hospitalaria, viendo las posibles
modificaciones biolégicas en relacion con la puesta en marcha de la
fabricacidn de penicilina, primero, y mds tarde, de estreptomicina y tetra-
ciclina, hizo que durante un periodo de seis afios nos dedicdramos con
afdn a la consideracion de estos problemas.

MATERIAL Y TECNICAS

Se estudian comparativamente algunas caracteristicas bioquimicas,
patégenas y de resistencia a los antibidticos (coagulasa, fermentacion
del manitol, pigmento, fosfatasa, gelatinasa, hemolisina, penicilinasa, pa-
tron de bacteriéfagos y antibiograma) de 275 cepas estafilocdcicas:
100 de empleados de una fibrica de antibidticos; 100 de nifios de dife-
rentes colegios de Pamplona y 75 del Hospital Provincial de Navarra
(30 de personal sanitario; 30 de enfermos de distintas salas y 15 de le-
siones estafilococicas activas).

Obtencion de cultivos

Salvo en estos tltimos 15 casos, en los que la muestra se obtuvo
directamente del foco infeccioso, en los 260 restantes fue tomada del
interior de la nariz, a una profundidad de unos 2 cm. El método para
su siembra, incubacidn y separacién de colonias es de sobra conocido,
por lo que citaremos solamente que se utilizaron placas de agar -+ san-
gre y medio de Staphylococcus 110 (DIFCO), siguiendo para su identi-
ficacion la clave del manual de Bergey (6).

Pruebas bioldgicas
1) Coagulasa

Se realizd siempre con plasma de conejo diluido al 1/10 en solu-
cion salina estéril y cultivos de dieciocho horas en infusién de cere-
bro + corazén (DIFCO). La aparicién de cualquier indicio de codgulo
al cabo de tres horas, a 37 °C, fue considerado como prueba positiva.
La calidad de los resultados fue comprobada en 20 casos (10 de ellos
positivos) mediante plasma liofilizado de conejo (DIFCO).

2
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2) Fermentacién del manitol

Se empleo la técnica de Hugh y Leifeson (31).

3) Pigmento

~ Para su estudio seguimos la técnica de Christie y Keogh (14), em-
pleando leche descremada en polvo (SAM) en lugar de leche fresca.

4) Fosfatasa

Interesados solamente en su respuesta cualitativa, adoptamos la
técnica citada por Barber y Kuper (5). .

5) Hemolisina

- Se sembraron las cepas en placas de agar nutritivo con 3 por ciento
de sangre de conejo desfibrinada, incubadndolas durante toda la noche
a 37 °C. Una vez examinadas, las placas negativas se mantuvieron otras
veinticuatro horas a 4 °C, siendo nuevamente revisadas.

6) Gelatinasa

Con cada uno de los gérmenes se inocularon caldos con 12 por
ciento de gelatina, incub4ndolos posteriormente a 37 °C durante vein-
ticuatro horas. Cuando transcurrido este plazo no se observé licuacién,
se continud esta incubacidn hasta un méaximo de catorce dias.

7) Penicilinasa

Hemos controlado la produccién de penicilinasa exocelular en las
275 cepas, haciendo reaccionar a 37 °C la enzima contenida en 1 cm?® de
un cultivo de gérmenes de dieciocho horas con diferentes diluciones en
tampon de una penicilina G patrén, valorando a continuacion el rema-
pente de antibidtico por el procedimiento habitual de difusién en
agar (28).

8) Tipificacién por bacteribfagos

En las cepas coagulasopositivas, esta técnica fue amablemente lleva-
da a cabo por el «Public Health Laboratory Service», de Londres.
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9) Sensibilidad a los antibidticos

Se utilizaron dos tipos de antibiograma:
a) Procedimiento de diluciones seriadas. Con él se determiné la
sensibilidad de las 275 cepas a penicilina, 025, 0,50, 1 y 2 U.L./cm’;
estreptomicina, 5 y 10 y/cm’; tetraciclina, 5 y 10 y/cm? y neomicina,
0,50 y 1 U.I./ci®, en tubos con infusién de cerebro - corazén (DIFCO),
inoculados con una cantidad de gérmenes aproximada de 1.000.000 de
células/tubo (27).

b) Procedimiento de los discos. Se reservé para las coagulasoposi-
tivas, utilizando multidiscos (OXO0). Los antibidticos controlados fue-
ron: bacitracina, 5 U.I; cloranfenicol, 10 y; eritromicina, 10 y; estrep-
tomicina, 10 y; neomicina, 10 y; novobiocina, 5 y; oleandomi-
na, 5 y; penicilina, 1,5 U.1.; polimixina B, 10 y y tetraciclina, 10 vy, si-
guiendo para su realizaciéon la técnica propuesta por la propia casa
0XO (34). »

En el primer procedimiento se consideré resistente a la penicilina
a todo germen que mostrara crecimiento en las concentraciones de
1 6 mas U.l/cm® a la estreptomicina, tetraciclina y neomicina, si el
crecimiento era patente en 10 y, 10 vy y 1 U.I/cm® respectivamente.
Con la técenica de los discos solamente especificamos en los resultados
si fue o no sensible a la concentracién empleada, por la presencia o
ausencia de halos de inhibicién, pero sin tener en cuenta el tamafio
de los mismos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dado el elevado nimero de resultados obtenidos (mas de 6.0600 da-
tos) es forzoso que dividamos nuestros comentarios en varias partes,

En primer lugar, nos referiremos al problema clasificatorio. Desde
este punto de vista hemos admitido, en principio, tres tipos de estafi-
lococo: Staphylococcus aureus, S. epidermidis y S. inclasificable. El cri-
terio para tal clasificacién, en lo que se refiere a los dos primeros, es
el establecido en el manual de Bergey (6), y, con arreglo a él, de las
275 cepas estudiadas, 267 (97,1 por ciento) fueron clasificables, mien-
tras que sélo 8 (2,9 por ciento) no pudieron incluirse en ninguno de
los dos tipos. Para éstos adoptamos el término de «inclasificables», tal

4



Cuadro 1. Tipos de estafilococos

Staphylococeus aureus Staphylococcus epidermidis Sgﬁgﬁﬁmﬁ:’
Prueba Distribucién —
112 13 4 |56 ‘ 7/1}2 |34 3 6 | 7| 8 11238
Coagulasa + 4+ 4+ + o+ + + - - - - - - - - 4 - —
Manitol + 4+ 4+ o+ o+ o+ = = = = = = = = — 4+ 4
Pigmento + — + + + + - - - - - — — — + + — +
Hemolisina + + o+ + - - - - — 4+ + 4+ — + - 4+ + 4+
Fosfatasa + + + - 4+ + + - + + — 4+ + = — + + —
Gelatinasa + + o+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + + + + + + +
Penicilinasa + + - 4+ 4+ - 4+ 4+ 4+ - 4+ 4+ - - — 4+ + o+
Fébrica 25 1 0o 1 o0 o0 o0 9 1 2 7 46 0 1 0 8 4 0
Colegios 8% 1 16 o0 o0 1 2 o0 o0 18 5 12 5 1 3 0 0 0
Personal 7 1 0 0 1 1 0o 0 9 o 2 7 2 0 0 0 0 O
Hospital Enfermos 0 0 1 0 0 0 2 1 5 11 0 0 0 0 0 1
Lesiones
estafilocécicas 14 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0o 0 0 0 0
90 3 17 1 3 2 2 g 12 21 76 7 2 3 3 4 1

19
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vy como Schaub y Merrit (49) denominan a aquellas cepas. en las que
existe discrepancia entre los resultados de la coagulasa y manitol. Sin
embargo, en el cuadro 1, una simple comparacién de las cepas incla-
sificables con las demds, permite observar cémo, salvo en el manitol,
las S. inclasificable; son semejantes a las S. aureus; (las mds frecuentes
entre las S. aureus) y la S. inclasificable, a las S. epidermidis; (las
mas frecuentes entre las S. epidermidis). Asi, pues, solo la cepa del
grupo S. inclasificable; parece ser realmente «inclasificable», teniendo
la impresién de que en las otras su origen puede deducirse légicamente.

También de orden clasificatorio es la comprobacion de la gran va-
riedad de este germen—18 subgrupos, considerando sélo unas pocas ca-
racteristicas bioquimicas—, lo cual, como dice Mc Dermott (37), causa
a veces la impresién de que cada estafilococo es diferente de todos los
demds.

A pesar de todo, si defendemos la clasificacion mencionada no es
por convencimiento de su realidad taxondémica (31), ni tampoco por
su utilidad epidemioldgica en el sentido de ser suficiente como para
identificar cepas de origen diverso, sino solamente por considerarla
bisica para un intento de unificar nomenclaturas. Criterio que puede
que resulte demasiado pragmatico, pero con fines epidemioldgicos, es
sin duda conveniente.

Gelatinasa

Nuestros resultados (100 por ciento de casos positivos) estdn en
desacuerdo numérico con los de Borchardt (12) y Gordon (23), y cuali-
tativo, es decir, de relacién con la especie, con los de Dudgeon (18)
y los de Winslow y colaboradores (62). Por el contrario, coinciden
con los de Kutscher y Konrich (34), Klopstock y Bockenheimer (32),
Fraenkel y Baunman (21) y Griffith y colaboradores (27), lo que nos
hace pensar, al igual que Cowan (15), que la produccion de tal enzi-
ma no tiene valor clasificatorio, no estando en relacién con la presen-
cia o ausencia de otras caracteristicas bioquimicas (42 y 53), con lo
que, en consecuencia, no parece ldgico ligarla con la resistencia a los
antibidticos o la patogenicidad de una cepa.



Estudio epidemioldgico del estafilococo 29

Fermentacién de manitol

En nuestras 260 cepas de portadores sanos—al menos, aparente-
mente—la coincidencia entre esta prueba y la produccién de coagulasa
se ha producido en 252 (96,9 por ciento) y, por otra parte, ademas, en
las 15 estafilococias estudiadas, el paralelismo fue del 100 por ciento.
Aceptamos, pues, la importancia taxonémica que le ha sido concedi-
da (6), y si bien por si sola no resuelve grandes incégnitas epidemiolé-
gicas, y aunque no sea, como han pretendido algunos autores (1, 30
y 55), responsable directo de la patogenicidad de una cepa, no puede
negarse la coincidencia de su positividad con la de la coagulasa, con-
cluyendo, por lo tanto, en la necesidad de su realizacién al estudiar
cualquier estafilococo.

Respecto al pigmento podriamos hacer comentarios muy semejantes
a los acabados de mencionar. Nos lo justificaria la cifra de 251 cepas
con resultados paralelos al de la coagulasa, frente a las 252 obtenidas
con la prueba del manitol. Paralelismo que también ha sido del 100 por
ciento en los estafilococos procedentes de lesion.

En el esquema siguiente podemos facilmente comprobar la similitud
en los resultados obtenidos: ‘ '

+ 121 123 120
Coagulasa 154 Manitol : + 152 Pigmento 155
l_—_—_ 94,2 % | l

Coagulasa + manitol + pigmento + 113  Coagulasa — manitol — pigmento — 146
Coagulasa + manitol + pigmento — 5  Coagulasa — manitol — pigmento + 8
Coagulasa + manitol — pigmento + 3  Coagulasa — manitol + pigmento — 4

Coagulasa — manitol + pigmento + 1

Estos resultados estdn de acuerdo con los de algunos autores (9 y
95) y difieren en ciertos matices con los de otros (17 y 44). Ahora
bien, a pesar de todo ello, por haber aceptado el criterio clasificatorio
del manual de Bergey (6), y teniendo en cuenta que las cepas discor-
dantes no son las mismas para ambas pruebas, debemos rechazar la
produccién de pigmento como norma diferencial, con el fin de evitar
confusionismos nocivos.

Fijémonos ahora en las sugerencias que nos brindan los resultados
de la prueba de control de la fosfatasa, enzima posiblemente intrace-
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lular (19) y cuya presencia en un cultivo de Staphylococcus aureus fue
demostrada por primera vez por Gordon y Cooper en 1932 (24). De
las 275 cepas de nuestro trabajo, 240 (37,2 por ciento) han sido fosfata-
sopositivas, lo que representa una cifra mucho mas alta que las corres-
pondientes a las caracteristicas ya estudiadas (pigmento, 120; mani-
tol, 123). En un estudio comparativo, dichos resultados podriamos agru-
parlos segin el cuadro 2.

Cuadro 2
Fosfataso- Fosfataso-
Ntmero de positiva negativa
Grupo Prueba cepas Namero de Namero de
cepas cepas
Coagulasa + 121 120
Manitol + 123 121
Pigmento + 120 115
I s aureus 118 117
Coagulasa, manital
y pigmento + 113 112
Coagulasa — 154 34
Manitol — 152 33
1 Pigmento — 155 30
I S. epidermidis 149 33
Coagulasa, manitol
Yy pigmento — 146 30

Respecto al grupo I estamos, pues, en perfecto acuerdo con lo sefia-
lado, entre otros, por Barber y colaboradores (2), Carrere y Roux (13),
Pérez y Gallardo (41), Elek (19), etc. Es decir, practicamente, en todos
los casos en que pudo comprobarse la presencia de coagulasa se de-
tecté paralelamente produccion de fosfatasa.

No podemos, en cambio, decir lo mismo en cuanto a los resultados
del grupo II. Algunos de los autores citados (2 y 19), afirman que un
porcentaje elevadisimo—mas del 90 por ciento—de las cepas con nega-
tividad de la coagulasa son fosfatasonegativas. Nosotros, sin embar-
go, con la técnica y medios utilizados por uno de ellos (5) hemos obte-
nido una cifra muy diferente: 22,1 por ciento. Todo esto nos permite
seflalar cdmo, en nuestra experiencia, y al menos con la técnica men-
cionada, el hallazgo de una cepa fosfatasonegativa nos ha autorizado
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2 sospechar, casi con seguridad, que se trataba de un Staphylococcus
epidermidis, mientras que, por el contrario, su positividad no equivalié
a que tal cepa fuera un S. aureus.

Otro tipo de resultado nuestro, que confirma los de Zangaglia (63),
es la imposibilidad de determinar un grupo especial de bacteriéfagos
(véase més adelante: Tipificacién por bacteriéfagos) que pudiera estar
en relacién primordial con la existencia de esta enzima.

Por tltimo, nuestras experiencias estan en desacuerdo con los tra-
bajos de Gillisen y Ruda (22) en cuanto a proporcionalidad entre cuan-
tia de la resistencia de una cepa a la penicilina y su positividad de fos-
fatasa. En este sentido, ha sido determinado el grado de resistencia
de las distintas cepas a la penicilina y podemos sefialar la existencia
con cierta frecuencia, de cepas resistentes que no produjeron fosfatasa
y, la inversa, cepas fosfatasopositivas absolutamente sensibles.

Hemolisina

El niimero de casos en los que pudimos comprobar, en placas de
agar + sangre, un halo de hemolisis alrededor del crecimiento del
germen, fue de 237 (86,1 por ciento).

Diferenciando nuestros resultados, como hicimos antes, en dos
grupos, segtin la positividad o negatividad de las otras propiedades,
tendremos el cuadro 3.

Cuadro 3
NG d Hemolisino- Hemolisino-
umero de positiva, negativa,
Grupo Prueba cepas nimero de nimero de
cepas cepas
Coagulasa + 121 114
Manito + 123 116
I Pigmento + 120 112
S. aureus 118 111
Coagulasa, manitol
y pigmento + 113 108
Coagulasa — 154 :‘fl ‘
Manitol — 152 3
Pigmento — 155 30
1I S. epidermidis 149 31
Coagulasa, manitol
~y pigmento — 146 .28
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Considerando, en principio, al grupo I como el de patdgenos, y limi-
tandonos a las cepas productoras de coagulasa, por ser las mas represen-
tativas y, en definitiva, con una cifra muy comparables a las demds del
grupo, vemos cémo entre ellas el porcentaje de positividad hemolitica
fue de un 94,2, muy parecido al dado por Elek y Levi (20), y en el que,
sin embargo, se comprueba la existencia de cepas para las que su capa-
cidad de coagular el plasma no equivale indefectiblemente a presu-
ponerlas poseedoras de la a-lisina. En cuanto a que este pequefio por-
centaje represente mutantes ya existentes tras un primer pase (19), no
deja de ser una sugestiva hipétesis.

También en el grupo II la relacién entre el nimero de cepas hemo-
lisinonegativas y el niimero de negatividades en otras propiedades es
francamente baja (20 por ciento). Sin embargo, hay que tener en
cuenta que la técnica realizada por nosotros se hizo sin neutralizacién
antitoxica oportuna, por lo que sélo pudimos comprobar un tanto ines-
pecificamente la presencia de hemdlisis.

Finalmente, y aunque en nuestro trabajo no se haya realizado una
técnica estrictamente adecuada para ello, no nos da la impresion de
que exista proporcionalidad entre la cuantia de hemdlisis y el grado de
resistencia, tal y como la describen Oehring y Funk (39).

Coagulasa

Hoy por hoy representa la propiedad conocida mds importante en
el estudio de la patogenicidad estafilocécica. El ser basica en la clasifi-
cacién que hemos aceptado (6) ha hecho que indirectamente la haya-
mos tenido como referencia al hablar de todas las pruebas anteriores,
por lo que nos dispensa ahora de repeticiones innecesarias. Solamente
nos interesa, por ser precisamente la prueba mds importante, conside-
rar su distribucién segin los diferentes origenes de poblacién, y en este
sentido nos encontramos con un 30 por ciento de razas positivas en
fabrica, un 56 por ciento en colegios y un 41,6 por ciento en hospital.
Este tltimo porcentaje es, sin embargo, equivoco, ya que a su vez estd
integrado por los parciales siguientes: 100 por ciento en lesiones esta-
filocécicas y 33,3 por ciento, tanto en los enfermos de las diversas salas
como en el personal sanitario. Estas cifras estin de acuerdo con las
admitidas generalmente (19, 38 y 46-48), y evidencian, en primer lugar,
cémo cuando se investiga la produccién de coagulasa en gérmenes re-
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cientemente aislados de focos de lesidn, la positividad es practicamente
la norma.

Por otra parte, entre los portadores sanos, los nifios han sido con
mucha mayor frecuencia que los adultos reservorio de coagulasopo-
sitivos.

El hecho de unas cepas sensiblemente semejantes en fdbrica y hospi-
tal (excluidas las lesiones estafiloccicas) no nos hace creer que ambas
estén aumentadas en relacién con las de la poblacién general, sino, mas
bien—considerando otros datos, como la relacidén con colegios, la compa-
racion con los porcentajes de otros autores, etc.—que no parece existir
un mayor nimero de cepas coagulasopositivas en nuestro medio hospi-
talario que en el resto de la poblacidn.

La diferencia de sexo tampoco ha influido en nuestros resultados,
ya que en ambos las cifras vienen a ser las mismas.

Cuadro 4. Porcentaje de positividades de las pruebas

‘ 1 l Lesiones
Prueba Fabrica Colegios Hospital estafiloco-
- f ; cicas
Coagulasa + 30,0 56,0 33,3 100,0
Manitol + 31,0 56,0 35,0 100,0
Pigmento + 30,0 56,0 33,3 100,0
Hemolisina + 90,0 92,0 73,3 93,7
Fosfatasa + 82,0 91,0 86,6 100,0
Gelatinasa + 100,0 100,0 100,0 100,0
Penicilinasa + 97,0 56,0 91,6 100,0
Numero de cepas 100 100 60 15

En el grupo colegios, da la impresién de que en los centros privados
el nimero de Staphylococcus aureus es menor que en las escuelas pi-
blicas, y ello quizd debido a las mejores condiciones higiénicas y sani-
tarias, tanto de las instalaciones escolares como de las familias de los
alumnos.

Ninguna diferencia apreciable, en el sentido que estamos hablando,
hemos podido observar en las diferentes secciones de fdbrica.

11
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El cuadro 4 no necesita ningin comentario especial y lo presen-
tamos solamente con el 4nimo de facilitar la comparacién de las cifras
de positividades, segtin el grupo originario de las cepas.

Tipos de estafilococos hallados

En el cuadro 1 pueden verse las distintas especies y subgrupos que
hemos hallado en nuestras 275 cepas, asi como también una relacion
numérica de cada uno de ellos, segin su origen.

Epidemiolégicamente hablando, se observa en conjunto una distri-
bucidén légica y homogénea, separandose, no obstante, de esta tonica:
a) el que todos los epidermidis, pertenezcan a fdbrica; b) el que 11 de
un total de 12 epidermidis, sean de hospital, y c¢) el que los inclasifica-
bles, ya lo hemos citado antes, sean pricticamente todos (7/8) también
de fdbrica. Otros subgrupos, tales como €l S. aureuss, S. aureus; y S. epi-
dermidisy parecen mostrar cierta selectividad, pero sus cifras son muy
pequefias y no permiten sacar conclusiones. Ahora bien, el que todos
estos fenomenos distributivos obedezcan o no a condiciones ambien-
tales especificas, es algo que desconocemos, pero pensamos que puede
ser mas probable culpar del hecho a la contagiosidad del germen que
al condicionamiento de la variacion por factores ambientales deter-
minados.

Tipificacién por bacteridfagos

Como colofén a lo que acabamos de decir sobre los diversos tipos
de gérmenes hallados; damos en el cuadro 5 un esquema, segin normas

Cuadro 5. Presencia de los distintos patrones de bacteriofagos

Grupo Fabrica Colegios Hospital Total
I 9 23 5 37
1I 3 5 7 15
111 5 8 18
v 0 0 0 0
Otros 10 8 23
No tipificables 3 18 7 28
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de la OMS del afio 1961 (9), de los patrones encontrados en nuestras
121 cepas coagulasopositivas. En €l consignamos, junto a los grupos
clasicos, el que hemos denominado «otros», sélo, naturalmente, con el
fin de simplificar y encuadrar en él los tipificables por bacteriéfagos
especiales.

De la observacion del cuadro 5 deducimos, en primer lugar, la gran
variedad de patrones, lo que nos indica la limitacion de su eficacia
como procedimiento clasificatorio (7, 19 y 58).

Por otro lado, no vemos posible destacar una marcada predileccion
por ningin tipo en ninguna de las poblaciones estudiadas, de no ser
esa falta de estafilococos tipificables por el bacteriéfago del IV. Sin
embargo, se puede observar un elevado niimero de cepas no tipificables
por ningin bacteriéfago conocido y la ausencia de una mayor propor-
cién de resistentes a los antibidticos en el grupo III (45 y 60).

Respecto a los posibles 10 tipos virulentos descritos por Williams y
colaboradores (64), si bien las condiciones y niimero de gérmenes de
nuestro trabajo no son los mds adecuados para ello, no hemos podido
confirmarlos. De la misma manera, tampoco el porcentaje de aparicién
del 80/81 (4, 8, 33, 50 y 56) ha sido de tan claro predominio entre las
cepas provenientes de lesiones activas.

Finalmente, a nuestro entender, no es posible concretar ninguna
relacién entre patrén de bacteriéfagos y cualquier otra de las propie-
dades bioquimicas o de resistencia a los antibidticos (12, 17, 35, 40,
44 y 59).

En resumen, creemos que la lisotipia puede resultar muy 1til para
establecer la identidad de cepas en el curso de un brote epidémico,
pero por sus dificultades técnica y de interpretacion y su elevado coste,
no permite, por ahora, su accesibilidad a muchos centros, representan-
do, sin embargo, dentro del campo de la investigacion, una de las
directrices mds prometedoras.

Penicilinasa

Un 81,09 por ciento (223 cepas) de nuestros estafilococos fueron
penicilinasopositives. Naturalmente, este porcentaje tan elevado no
corresponde a una realidad generalizable para nuestro ambiente. Hay
que tener en cuenta los origenes de las muestras a fin de no sacar
erréneas conclusiones.
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Analizando este porcentaje promedio vemos que cuando las cepas
provienen de fdbrica su valor es de un 97 por ciento, mientras que para
colegios queda en un 56 por ciento. Observamos aqui ya un hecho in-
teresante: la poblacion no hospitalaria, incluso tratdndose de nifios que
son los mas frecuentemente portadores de razas coagulasopositivas,
presentan un tanto por ciento de productoras de penicilinasa muy in-
ferior al de los trabajadores de una empresa de fabricacién de penici-
lina. Esto que mostramos—por otra parte, ldgicamente vaticinable—
puede tener importancia epidemioldgica, denunciando la presencia de
un vector mas en la sociedad de cepas resistentes a la terapéutica pe-
nicilinica.

Las cifras en hospital han sido: 90 por ciento entre el personal sani-
tario, 93,3 por ciento entre los enfermos, y un 100 por ciento en las
lesiones estafilocdcicas. Si descartamos éstas, por no ser representativas
del medio hospitalario, veremos que €l porcentaje de dicho centro sani-
tario es de 91,6 por ciento, cifra alta, pero inferior todavia a fdbrica
(97 por ciento).

En cuanto a la distribucion de estas cepas seglin la especie, nos
encontramos con que un 83,9 por ciento entre los Staphylococcus aureus
y un 77,8 por ciento entre los S. epidermidis produjeron penicilinasa.
Existe, pues, un ligero predominio de los S. aureus, como se admite
en general.

Si consideramos ahora la produccién de penicilinasa frente a la
resistencia a la penicilina demostrada in wvitro, y teniendo en cuenta
que hemos definido como resistente al germen capaz de crecer en un
caldo en presencia, por lo menos, de 1 U.L./cm?, nos encontramos con
los resultados recogidos en el cuadro 6.

Cuadro 6
Niamero
Grupo de Penicilinasa Resistencia
cepas 1
I 193 + +
I 59 — —
111 23 + —_
1AY 0 — +
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Este cuadro nos muestra, ante todo, la natural coincidencia entre
produccién de enzima y capacidad de resistencia. Los 23 casos del gru-
po III, productores todos de penicilinasa, fueron incapaces de crecer
en 1 Ul /cm? pero, sin embargo, se reprodujeron manifiestamente con
concentraciones de 0,25 y 0,50 U.L./cm3. En el grupo IV no hemos podi-
do incluir ninguna de las 275 cepas, lo cual indica que la enzima produ-
cida es, por lo menos, extracelular. Una sola cepa, incluida en este
grupo por ser sensible a 1 U.I./cm? mostré crecimiento con concentra-
ciones de 025 y 0,50 U.l/cm?® y, sin embargo, no pudimos encon-
trar en ella la menor produccién de penicilinasa.

Resistencia a los antibidticos

Consideradas globalmente (cuadro 7) las cifras de cepas resistentes
—para el caso de la penicilina, un 72,7 por ciento, y para la estrepto-
micina, un 48 por ciento—significan porcentajes demasiado elevados
si se les va a estimar representativos de lo que ocurre con nuestra pobla-
cién general. No olvidemos que la procedencia de las cepas ha sido de
lugares donde se encuentran, con mucho, las cifras mds altas.

Por el contrario, y aun a pesar de ello, los porcentajes correspon-
dientes a neomicina (22,9 por ciento), y aun mds, a tetraciclina (14 por
ciento), son inferiores a los de publicaciones de otros paises (11, 16, 26,
86, 43, 52 y 64), lo que esta de dcuerdo con la menor frecuencia tera-
péutica con que estos antibidticos han sido empleados en Navarra (pe-
riodo de 1958-1962).

Refiriéndonos a las cepas coagulasopositivas, por ser las de mayor
interés clinico, diremos que sus porcentajes de resistencia a penicili-
na (74,3 por ciento) y estreptomicina (50,4 por ciento) han sido practi-
camente los mismos que los generales, lo que viene a decir que esta
‘propiedad de producir coagulasa no parece guardar relacién con la
sensibilidad a los antibidticos. No nos ha ocurrido lo mismo con tetra-
ciclina y neomicina. Un 8,3 por ciento de las coagulasopositivas frente
a un 19,5 por ciento de las negativas fueron resistentes a tetraciclina,
y, por otra parte, un 41,3 por ciento de las primeras fueron resistentes
a reomicina, frente a sélo un 84 por ciento de los Staphylococcus epi-
dermidis. Naturalmente que con estas cifras no podemos concluir en
la existencia de una intima relacién entre coagulasa y sensibilidad a
estos antibidticos, pero su comprobacién la juzgamos interesante, ya que
no nos parece convincente atribuirlo al azar.
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Cuadro 7. Cepas resistentes

Fébrica Colegios Hospital estaLEIS;gggiscas Total
Antibiético
Nimero | Porcentaje | Ntimero | Porcentaje | Niimero | Porcentaje | Numero | Porcentaje | Nimero | Porcentaje
Penicilina 88 88,0 46 46,0 33 88,3 13 86,6 200 72,7
Estreptomicina 42 42,0 38 38,0 43 71,6 9 60,0 132 48,0
Tetraciclina 2 2,0 3 3,0 32 58,3 3 20,0 40 14,5
Neomicina 24 24,0 25 25,0 9 15,0 5 33,3 63 22,9
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Comparando los diversos grupos estudiados, observamos un para-
lelismo entre el nimero de resistentes a estreptomicina, tetraciclina y
neomicina de fdbrica y colegios (42,2 y 24 por ciento, frente a 38,3 y
25 por ciento, respectivamente). El paralelismo se rompe en la penici-
lina: fdbrica, 88 por ciento; colegios, 46 por ciento. Estos resultados nos
permiten comprobar que precisamente la disparidad ocurre tinicamente
«con el antibidtico que en aquella fecha se fabricaba ya en la Empresa.
Por lo demis, la distribucién, como es légico, es semejante.

El grupo del hospital, por su parte, muestra un porcentaje de resis-

tencia a penicilina de 88 por ciento, sensiblemente el mismo que el de
la fdbrica y, sin embargo, los de estreptomicina y tetraciclina fueron

mucho mis elevados (71,6 y 56,3 por ciento, respectivamente). Llama
1a atencién que el niimero de resistentes a neomicina en este grupo
sea el mas bajo de los tres.

Patrones de sensibilidad

Un tanto analogamente a lo establecido por Barber y Burston (3)
hemos estudiado los diferentes patrones de sensibilidad de nuestras

Cuadro 8. Patrones de sensibilidad

Lesiones

Patrén Fabrica Colegios Hospital estafilo-

cécicas
P/E|T |N|Sal|Se|Si |SajSe|Si]| Sa|Se|Si|Sal}Se.]Si
R S S S 8 30 3 11 4 — 3 8 — 4 — —
S § S S 3 7 - 13 28 — 1 2 — 1 — —
R R S S 4 19 — 5 4 — 3 4 — 3 — —
R R S R 6 7 2 18 — — 2 — — 2 — —
R RR S — 2 - - 3 — 2 22 1 1 - —
R S S R 6 — 1 3 1 — 1 - — 1 — —
S RS S — — — 4 8 — 2 1 — 1 — —
S R S R — 1 1 5 1 — 1 - - - - —
RRRR — — — — — — 5 — — 2 — —
R SRS — — — —_— — = e 2 - -

P = penicilina. E = estreptomicina. T = tetraciclina. N = neomicina. R = re-
sistente. S = sensible. S.a. = Staphylococcus aureus. S.e. = S. epidermidis. Si. = S.
inclasificable.
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cepas, hallando 10 tipos diferentes sobre un mdximo posible de 16.
La enumeracion que hacemos de ellos en el cuadro 8 es por orden de
mayor a menor frecuencia, teniendo en cuenta el lugar de procedencia
de las cepas.

En este cuadro se observa la semejanza evidente entre fdbrica y
colegios, si exceptuamos la inversion de frecuencia en los dos primeros-
patrones y la discrepancia en el séptimo—SRSS—, ambas cosas ldgicas,
por el ambiente penicilinico de la Empresa. En las dos poblaciones, los
patrones més frecuentes son los altamente -sensibles a los antibi6ticos,
'y también el porcentaje de resistencia a tres antibioticos es prictica-
mente el mismo.

En el hospital. el panorama es casi opuesto. El mas ‘frecuente és eI
RRRS, siendo solo de un 38 por ciento el SSSS.

No nos parece que exista un determinado patrén que pueda ‘conside-
rarse especifico ni de los Staphylococcus aureus ni de los S. epidermidis.
En ambas especies se dan ejemplos de todos los patrones hallados,
salvo el RRRR en los S. epidermidis y el RSRS en los S. aureus. Com-
parativamente, sin embargo, quizd pueda sospecharse una mayor pro-
porcion, entre las cepas de S. epidermidis, de gérmenes fundamental-
mente sehsibles a los antibiGticos habituales, tal y como se ha sefialado
por algunos autores. Los tres primeros patrones de nuestro cuadro pare-
cen confirmarlo.

Multidiscos

Con el procedimiento de los discos se han obtenido unos resultados
(cuadro 9) que, en lineas generales, muestran como, cuando se utilizan
técnicas correctas y discos en buenas condiciones y de garantia, existe
buena correlacién con los obtenidos por el procedimiento de dilucio-
nes seriadas. Debemos sefialar que en nuestro caso las diferencias que
se observan para la neomicina entre ambas técnicas se deben a las
distintas concentraciones empleadas.

Con los otros seis antibidticos—Dbacitracina, cloranfenicol, eritromici-
na, novobiocina, oleandomicina y pohmlxma——se evidencia ficilmente
la conocida resistencia estafilocdcica a este Gltimo y la gran importancia
del ambiente (100 por ciento de sensibilidades) para la aparicion fre-
cuente de cepas resistentes.

18



Estudio epidemioldgico del estafilococo 4 '

Cuadro 9. Cepas coagulasopositivas sensibles a los antibidticos

Lesiones

Fébrica Colegios Hospital estafilo-

Antibiético cocleas
| Na- Por- | N4- | Por- | Na- Por- | Ni- Por-
-|mero |centaje | mero |centaje |mero |centaje | mero |centaje
Bacitracina, 5 U.L - 30 100,0 56  100,0 20 100 15 100,0
Cloranfenicol, 10 ¥ 30 100,0 56  100,0 20 100 14 93,3
Eritromicina, 10 ¥ 30 1000 56 100,0 20 100 15 100,0
Estreptomicina,10 v 22 78,3 41 73,2 8 40 7 46,6
Neomicina, 10 ¥ 30 100,0 56  100,0 20 100 15 100,06
Novobiocina, 5y = 30 100,0 56  100,0 20 100 15 100,0
Oleandomicina, 5 y 30  100,0 56  100,0 20 100 15 100,0
Penicilina, 1,5 U.I. 0 00 16 285 2 10 1 66
Polimixina, 10 ¥ 0 0,0 0 0,0 0 0 0 0,0
Tetraciclina, 10 ¥ 30 1000 56 1000 13 65 11 733

Sensibilidad de las cepas de fdbrica en los afios 1958 y 1962

Veamos finalmente en doce portadores tomados al azar entre el
personal de la Empresa, un estudio comparativo de sus cepas en los
afios 1938 y 1962. Durante este intervalo y junto con la penicilina
que ya venia fabricdndose, se han producido industrialmente estrepto-
micina y tetraciclina, con lo que en los resultados es posible comprobar
la -influencia sobre la biologia del estafilococco, de un:«medio» modi-
ficado (cuadro 10). '

Vemos en este cuadro cémo en relacion con las tres propiedades bio-
quimicas, las positividades y negatividades en ambas fechas se corres-
ponden en gran proporcion (75 por ciento). En nuestra opinion, esto pue-
de significar que, o bien se trata de los mismos gérmenes, correspon-
diendo las diferencias a mutaciones cldsicas, o bien son gérmenes distin-
tos que presentan las mismas caracteristicas por pertenecer a los tipos
de estafilococo m4s frecuentes. Puede suponerse también que las pro-
piedades del terreno en donde residen, es decir, los portadores, condicio-
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nan, por lo menos parcialmente, sus caracteristicas. De todas formas,
como veremos en seguida, observamos cémo a pesar de las grandes dife-
rencias en cuanto a sus patrones de sensibilidad, éstas no se han hecho
sentir en lo demds, permitiéndonos sospechar que la adquisicion de
resistencia a los antibidticos no presupone cambios especificos en su
produccién de coagulasa, pigmentacion o fermentacién del manitol.

Lo que llama mds la atencién en el cuadro es el cambio absoluto

Cuadro 10. Comparacién de 12 cepas de fébrica

Némero do 1958 1962
lacepa 1oy | valmi PlE TlN Co|MalPi |P |E|T | N
2 — — — R R SS — — — S R R 8
11 + + + R S S R + + + R R R 8
17 — — — R $ S$§ S — — — R R R S
25 — — — R R SS — — — R RUR S
39 + + — R S S R — + + R R R S
52 — — — R R SR — — — R RR 8
56 4+ + + R R S S — — — R R R §
62 + + + R RS R — — — R R R §
66 + + + R R S R 4+ + + R R R S
67 — — — R S S S§ — — — R R R S
5 — —_ — RRRS — — — R RTR S
76 — + — S R SR — — — R RR §

Co = coagulasa. Ma = manitol. Pi = pigmento. P = penicilina. E = estreptomi-
cina. T = tetraciclina. N = neomicina.

en los patrones de sensibilidad. En penicilina no existe tal cambio (per-
siste el mismo nimero de cepas resistentes), debido a que en 1958 se
producia ya en fdbrica.

Sin embargo, en estreptomicina, nuestras 12 cepas de comparacion
resultaron resistentes el afio 1962. Cuatro afios antes lo eran ya un
66,6 por ciento de ellas, mostrandonos, puesto que ain no era fabri-
cada en la Empresa, su menor actividad frente al estafilococo, y tam-
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bién el que para entonces era ya un antibidtico muy utilizado en la
terapéutica habitual.

Donde este aumento de porcentaje se hace impresionante es en el
caso de la tetraciclina. S6lo una de las 12 era resistente en 1958, lo que
equivale a un 8 por ciento, aproximadamente, valor que dariamos por
mas probable si no tuviésemos el dato real del 2 por ciento que vimos
antes (cuadro 7). Es decir, el incremento de cepas resistentes a la tetra-
ciclina ha sido desde un 2 a un 100 por ciento, aproximadamente, ya
que es posible que si hubiéramos investigado todas ellas en lugar de
las 12, al azar, hubiera aparecido alguna sensible. Teniendo en cuenta
que la tetraciclina empezé a producirse en la Empresa en enero de 1962,
quiere decirse que fundamentalmente el cambio se operé en el plazo
de seis meses, ya que estas pruebas las realizamos en junio de este
mismo afio. Naturalmente, este dato de tiempo no es exacto, debido en
parte a que quiz4, si las experiencias se hubieran verificado antes, los
resultados podrian haber sido similares, y también a que es probable
que el valor del 2 por ciento hubiese aumentado durante los afios del
1958 al comienzo del 1962, a causa de un mayor empleo de dicho anti-
biético en la terapéutica. De todas formas, la cuantia del incremento
supera con mucho lo tedrico de esta posibilidad y, ademas, el plazo
maximo de seis meses es lo suficientemente corto como para evidenciar
la rapidez del desarrollo de resistencia cuando el ambiente esti masi-
vamente impregnado de antibidtico.

Tan espectacular, aunque de sentido contrario, es el hecho ocurri-
do con la resistencia a neomicina. Segiin vemos en el cuadro 10, en el
afio 1958, un 50 por ciento de las cepas eran resistentes a 1 U.l./em® de
dicho antibidtico. Nosotros sabemos que en el total del grupo de fdbrica,
este porcentaje era en realidad de un 24 por ciento. En junio de 1962,
ninguna de las 12 cepas contrastadas dio evidencia de resistencia. Si la
circunstancia de no producirse en la Empresa y el hecho de no tratarse
de un antibidtico muy usado en la clinica habitual justifican el que la
cifra de resistentes no aumentara, hemos de reconocer que la regresion
hasta cero, o quizd a valores muy pequefios, es algo que sin duda nos
sorprende y cuya importancia hace que pensemos en ello para nues-
tros préximos trabajos sobre estafilococos.
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RESUMEN

En 275 cepas de origen diverso (personal de una fibrica de anti-
bidticos, colegios de ensefianza, hospital y lesiones activas) se estudian
algunas propiedades bioquimicas (coagulasa, manitol, pigmento, fosfa-
tasa, hemolisina, gelatinasa y penicilinasa) junto con la tipificacién por
bacteriéfagos de las 121 coagulasopositivas, y el espectro de sensibili-
dad del total frente a 10 antibiGticos.

A pesar de la variedad de razas encontradas, se confirma la utilidad
de la clasificacion del género Staphylococcus en S. aureus y S. epider-
midis. El paralelismo de positividades de las pruebas de coagulasa,
manitol y pigmento fue evidente (34,2 por ciento), pero, sin embargo,
este tltimo no debe ser considerado como de valor clasificatorio ni de
nomenclatura. Entre los S. epidermidis, s6lo un 22,1 por ciento fue
fosfatasonegativo y un 20 por ciento hemosilinonegativo. No se ha
encontrado ningin valor epidemioldgico a la prueba de la gelatinasa.

Salvo la absoluta proporcion (100 por ciento) de coagulasopositivas
en lesiones estafilocdcicas y una mayor proporcion de estas cepas en
nifios (56 por ciento), no se ha observado ninguna relacién entre tipo
de estafilococo y origen de poblacién. Igualmente, tampoco se ha visto
relacién entre patrén de bacteriéfagos y origen de poblacién o resis-
tencia a los antibidticos.

Praicticamente, un 100 por ciento de las cepas fue sensible a los anti-
bidticos poco utilizados en nuestra terapéutica; en el caso de los habi-
tuales (penicilina, estreptomicina y tetraciclina), las cepas hospitalarias
fueron mucho mads resistentes que las de colegios. Sin embargo, se ha
comprobado cdémo, conforme se ponian en marcha los procesos de
fabricacién de estos antibidticos, el personal de la Empresa se iba
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haciendo resistente, hasta superar con mucho a las cifras de las hospi-
talarias. Se sefiala la posible importancia de este vector de cepas resis-
tentes. El desarrollo de resistentes no se acompafia de modificaciones
significativas en las pruebas de coagulasa, manitol y pigmento.

SUMMARY

In 275 strains of various sources (employers of an antibiotic plant,
schoolboys, hospital, and active lesions) some biochemical characteristics
{coagulase, mannitol, pigment, phosphatase, hemolysin, gelatinase, and
penicillinase) are studied. At the same time phage typing of 121 coa-

gulase-positive and sensitivity of all strains to 10 antibiotic are con-
trolled.

In spite of the large variety of strains been found the usefulness of
the classification of the genus Staphylococcus is confirmed. It was
evident the parallelism between coagulase, mannitol, and pigment posi-
tivities (94.2 per cent); but, however, the latter test should not be consi-
dered as a classifying characteristic. Among the S. epidermidis only a
22.1 per cent was phosphatase-negative and a 20 per cent hemolysin-
negative. Gelatinase test was of no epidemiologic interest.

It has been observed no relation between type of Staphylococcus
and population origin, except the absolute proportion (100 per cent)
of coagulase-positive in staphylococcal lesions and a higher incidence in
children (56 per cent). Similarly, no relation between phage pattern
and population origin or antibiotic resistance has been found.

Nearly a 100 per cent of strains was sensitive to antibiotics of minor
use in our therapeutic; with the common ones (penicillin, streptomycin,
and tetracyclin), hospital strains were much more resistant than those
of colleges. Nevertheless, it has been seen how, soon after starting the
manufacture of these antibiotics, the employers of the factory were
becoming resistant, exceeding largely the figures of hospital strains.
It is pointed out the possible importance of this vector of resistant
strains. Development of resistance is not accompanied by significative
modifications in coagulase, mannitol, and pigment tests.
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ALGUNOS FACTORES QUE AFECTAN
A LA MULTIPLICACION DEL VIRUS DE LA
ENCEFALITIS DE SAN LUIS CULTIVADO EN
CELULAS HELA Y DE AMNIOS HUMANO (*

por

M.2 pr. Piar VILAS

INTRODUCCION

El virus de la encefalms de San Luis ha sido cultlvado en células de
embrién de pollo (6), de cerebro de embrién de ratén (4, 14-15 y 17),
de cerebro de ratén adulto (14), de cerebro de cobayo (9); en células
HeLa (lS) en explantos de neoplasias de origen humano (10), en célu-
las de rifién: de hamster (7) y en células de la estlrpe Detroit-6 (16). Las
dos tltimas resultaron las mdis favorables. :

Scherer y Syverton (13) observaron en 1954 que este virus, a pesar
de multiplicarse en células HeLa, causa en ellas fenémenos citopaticos
poco importantes e irregulares. S

A la vista de los resultados obtenidos hasta ahora por las investiga-
ciones rédlizadas en este campo, todavia existe el problema de conocer
con la suficiente  exactitud las causas o factores que determinan las irre-
gularidades-en la. multxphcacxon de este virus en determinados cultivos
celulares : '

Por ello hemos considerado de interés contribuir al esclarecimiento de

(*) Este trabajo forma parte de la tesis doctoral de la autora y ba sido
realizado, en unién de otros varios, mediante una Ayuda (FG-Sp-122) del Mi-
nisterio de Agricultura de Estados Unidos.

Microbiol. Espafi., 18 (1965), 49. 1
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este problema, aportando los datos obtenidos mediante el estudio de
algunos factores que posiblemente tienen relacion con dichos fenémenos.

En lineas generales, se ha intentado determinar estos factores estu-
diando la influencia ejercida sobre las células y los virus por diversos
medios de cultivo, pH y temperaturas.

MATERIAL Y METODOS

Virus

Virus de la encefalitis de San Luis (ESL). Cepa Webster. Titulo,
DLRs (*) = 1025/0,03 ml, determinado por el método de Reed y
Muench (12). La cepa del virus se mantiene activa por sucesivos pases
en cerebro de ratén y se conserva liofilizada.

Células

Cepa de células HeLa (procedente de un carcinoma de cuello de
ttero). Cepa de células de amnios humano (AH) (procedente de amnios
humano normal). Ambas cepas (**) se mantienen en continua prolife-
racién.

Animales

Ratones blancos jévenes, de 18-22 g. Se inoculan por via intracere-
bral con 0,03 ml de la suspensién del virus.

: Medios de crecimiento
Medio I

Utilizado para el crecimiento de la cepa HeLa. Composicion: solu-
cion de Hanks, completa, 75 %; solucién de hidrolizado de lacto-
albtimina (al 5 por ciento, en Hanks), 10 %; suero humano, 15 %;
penicilina, 100 U.1./ml; estreptomicina, 100 ug/ml; nistatina, 20 U.I./ml;
rojo de fenol (al 0,4 por ciento), 1 %; bicarbonato (al 8,4 por ciento),
1%. pH, 7.2.

{*) Dosis letal al 50 por ciento, para raton.
(**) Suministradas por Italdiagnostic (Roma).
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Medio VII

Utilizado para el crecimiento de la cepa de amnios humano. Com-
posicion: solucién de Hanks, completa, 85 %; solucion de hidrolizado de
lactoalbimina, 10 %; suero de ternera inactivado a 53 °C, durante treinta
minutos, 10 %; extracto de levadura, 0,2 %; penicilina, 100 U.L/ml;
estreptomicina, 100 pg/ml; nistatina, 20 U.L./ml; rojo de fenol, 1 %;
bicarbonato, 1 %. pH, 7,2.

Medios experimentales
Medio de mantenimiento

Semejante al medio I, pero con 85 % de solucion de Hanks y 10 %
de suero de conejo, en vez de suero humano.
Medio A

Medio I, con solucion de Hanks sin glucosa (85 %) y 15 % de suero
de conejo, en lugar de suero humano. '

Medio B

Medio I, con 15 % de suero de conejo, en lugar de suero humano.

Medio C

Medio 1, sin suero.

Medio D

Medio I, con albtimina bovina (solucién al 10 por ciento, en earle),
0,1 9%, en lugar de suerc humano.

Medio E
Solucion de Hanks.

Medio F

Solucién de Hanks, sin glucosa.
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Medio VI

Solucién de earle (10 X), 9,2 %; albimina bovina (solucién al 10 por
ciento, en earle), 1 %; hidrolizado de lactoalbimina (solucién al 5 por
ciento, en earle), 10 %; suero de ternera, 1 %; agua bidestilada estéril,
hasta 100 ml.

Tripsina

Es utilizada para la tripsinizacion de los cultivos celulares, a la dilu-
cién de 0,1 por ciento. Su preparacién se realiza pesando 0,1 g de trip-
sina Difco 1 : 250, que se disuelve en 100 ml de solucién de Hanks,
y se ajusta el pH a 7,6. Para obtener la disolucién total; se -mantiene
a 87 °C durante treinta minutos; después, toda la noche en nevera a
4 °C, y finalmente, se conserva a — 20 °C. o -

Método de cultivo de las células

El cultivo de las células se realiza en frascos hexagonales de vidrio
pyrex, con una capacidad total de 225 ml. Las células se adhieren y
proliferan en la cara que sirve de base. Cuando estas células han forma-
do una capa continua, se retira el medio nutritivo y esta capa continua
se somete a la accién de una solucién de tripsina al 0,1 por ciento,
obteniéndose asi una.suspensién de células libres. La tripsina se elimina
por centrifugacién; las células se resuspenden en medio de crecimiento
y, después de determinar la proporcién adecuada por medio de un
hematimetro, se distribuyen, en otros frascos para su crecimiento.

EXPERIMENTOS
T ermdfrésistenci_d del 6iru;:s; _ _

Se diluye el virus al 107! en medio de mantenimiento a pH 7.2 y se
reparte en cinco tubos de cultivo, tapindose herméticamente éstos: con
tapén de goma; cada uno de los tubos se coloca e_n”estufa a distinta
temperatura: 39, 37, 35, 28 y 20 °C, a intervalos de tiempo iguales para
todos ellos. Se recogen muestras de los medios con suspension de virus y

cada una de estas muestras se inocula intracerebralmente a lotes de
cuatro ratones para comprobar la existencia de virus en la muestra.

A
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Los ratones inoculados se tienen en observacién durante quince dias,
vigilandose su mortalidad.

Este experimento se ha considerado necesario para tener la seguri-
dad en los siguientes, de que no quedaban en el medio particulas del
virus inoculado, a partir de determinado periodo de tiempo, sino sola-
mente el virus liberado por las células.

Influencia de varias temperaturas sobre la infeccion celular

Se ensayan las siguientes temperaturas: 39, 37, 35, 28 y 20 °C, sobre
cultivos infectados sumergidos, en medio de mantenimiento con pH 7.2,
realizdndose los experimentos de la forma que descnblmos a contl—
nuacién.

Se inoculan frascos de cultivos de células de las dos cepas, que
tengan formado el epitelio monocelular continuo, siendo la cantidad
de virus inoculado en cada frasco de 1.000 DLR, procedente de ce-
rebro de ratén infectado y conservado por liofilizacién. Estos frascos
moculados se mantienen en cultivo a las distintas temperaturas ya in-
dlcadas sometiendo también a cada una de ellas un frasco de cada
tipo de células en las mismas condiciones, pero sin inocular con virus,
para que nos sirvan de testigo del comportamiento de las celulas sanas.
a dlchas temperaturas.

Dos veces al dia, por la mafiana y por la tarde, se observa al mlcros-
copio el aspecto de los cultivos y la aparicién de efectos citopaticos,
anotandose todos  los datos y mantemendose los cultivos en observa-
cidn hasta su casi total destruccmn.

La toma de muestras del medio se hace swmpre que el cultlvo pre-—
senta alguna anormalidad y cada vez. que es necesario cambiarlo, cosa
que se lleva a cabo cuando por el metabolismo. celular, dicho medio se
hace inadecuado para el cultivo, lo cual se manifiesta por el cambio de
color del indicador de pH que contiene el medio al acidificarse éste.

Estas muestras se ‘inoculan intracerebralmente ‘en lotes de cuatro
ratones cada una de ellas, para determinar la existencia de virus libre

en el medlo, los ratones se mantienen en observacxon durante qmnce
dias.
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Influencia de varios medios de cultivo sobre la infeccion celular

Empleando en el cultivo de las células los medios experimentales
anteriormente descritos y que son: medio de mantenimiento, A, B, C,
D, E, F, VI y VII, se inoculan como se ha hecho en el experimento
precedente, 1.000 DLRy, del virus en experimentacién a frascos de cada
tipo de células, se le afiade el medio que se va a experimentar y se
colocan a 37 °C. Testigos de todos los medios con cultivos de células
sanas de las dos clases, se colocan en las mismas condiciones que las
inoculadas. La observacién, toma de muestras e inoculacién en ratones
de las mismas, se hace exactamente igual que en el experimento pre-
cedente. Todos los medios utilizados tienen un pH de 7,2.

Influencia de la adsorcion del virus a varios pH sobre
la infeccion celular

Se inoculan frascos de células de cada una de las dos cepas con el
virus en experimentacion, manteniéndose la suspensién de virus en
solucion de Hanks a pH 6, 7 y 8 durante el tiempo de adsorcién, que
en este caso son cuatro horas a 37 °C; habiéndose llegado a esta conclu-
sion sobre el tiempo de adsorcién por medio de experimentos realizados
con distintos tiempos y que dieron como resultado  que el de cuatro
horas es el optimo en este caso.

Una vez transcurrido este tiempo, se elimina el sobrante de virus
-inoculado y no adsorbido lavando dos veces los cultivos celulares con
solucién de Hanks, se afiade luego medio de mantenimiento y se colo-
can los frascos a 37 °C.

Se observan los cultivos diariamente tomdndose muestras del medio
e inoculdndose éstas en ratones para su titulacién, como en todos los
restantes experimentos.

Determinacion de la proporcion de virus liberado al medio

Como en general los titulos de virus liberado son bajos, como puede
observarse a la vista de los cuadros, no hemos realizado verdaderas
titulaciones segiin el método de Reed y Muench (12) en cada toma, sino
que nos orientamos por el nimero medio de ratones muertos en cada
experimento. Naturalmente, resultan menos exactos los resultados, pero

8
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sirven de orientacion para observar la evolucién de la infeccién a lo
largo del experimento hasta llegar a los resultados finales mds intere-
santes. Ya que consideramos como mas significativa la comparacion
entre los resultados negativos y positivos que las variaciones intermedias.

RESULTADOS
Termorresistencia

Segtin los datos consignados en el cuadro 1, observamos que en el
virus de la encefalitis de San Luis y a las temperaturas de 39, 37, 35 y
28 °C, la cantidad de virus a las veinticuatro horas, desciende de
1.000 DLRs/0,03 ml a DLR;,/0,03 ml o menos.

Cuadro 1. Control de termorresistencia de ESL

De 4 ratones inoculados
Grados
centigrados Muertos Muertos
a las 24 horas a las 48 horas
39 1 0
37 2 0
35 1 0
28 2 0
20 4 4

A 20 °C y en el mismo periodo de tiempo, encontramos que se conser-
va la cantidad suficiente para causar la muerte de todos los ratones
inoculados.

En las muestras recogidas a las cuarenta y ocho horas se observa
que la cantidad que queda del virus a las temperaturas de 39, 87, 35 y
28 °C, no es detectable por inoculacién en ratdn; y solo existe virus en
la muestra de 20 °C.

Influencia de varias temperaturas sobre la infeccion celular

Los datos del cuadro 2 pertenecen al experimento efectuado con el
virus de la encefalitis de San Luis en células HeLa, haciéndose una



Cuadro 2. Influencia de diferentes temperaturas sobre la infeccién de células HeLa con ESL

Grados Viras 2 dias 4 dias 5 dias 6 dias 7 dias 9 dias 10 dias 11 dfas 15 dias
centigrados Be | Ac | Rm | Ac | Rm | Ac | Rm | Ac | Rm | Ac | Bm | Ae | Rm | Ac | Rm | Ae | Rm | Ao
% ESL 0 +4++ 8 ++++
Testigo + + +
. ESL 1 0o 2 0 4+ 4 4+ 4 4
Testigo 0 0 0 0 0
- ESL 0 + 3 44+ 8 +++
Testigo 0 0 0
08 ESL 1 0 1 0 0 1 0 0 4 0 4 -+ 0 + 3 + +
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 ESL 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Se inoculan. cuatro ratones con cada muestra de medio.
R. = ratones muertos. A. = aspecto. de las células. 0 a + + + = proporcién de células con efectos citopaticos, en el cultivo.

+ + 4+ + = destruccién completa del cultivo.
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comparacion del comportamiento y aspecto de los cultivos de células
HeLa infectadas y los cultivos sanos de las mismas células que hemos
puesto como testigos a cada una de las temperaturas. A continuacidn resu-
mimos los resultados obtenido.

A la temperatura de 39 °C, la evolucién de la infeccidn resulta ace-
lerada, ya que las células presentan alteraciones y empieza a degenerar
el cultivo a los dos dias después de la inoculacién, pero todavia no se
encuentra virus libre en el medio de cultivo; a los cuatro dias, el cultivo
presenta una destruccion total y en la muestra de medio ensayada se

pone de manifiesto, por inoculacién en ratén, una pequefia cantidad
de virus.

A 37 °C, empieza a detectarse virus el segundo dia después de la
inoculacién, aunque el cultivo celular no presenta todavia efectos cito-
paticos hasta el quinto dia; y a partir del sexto, estos efectos se hacen
mas visibles, hasta la destruccién del cultivo a los siete dias; en estos
dos Gltimos, las muestras de medio contienen cantidades importantes
de virus. o

A 35 °C, parece estar un poco acelerada la evolucion de ld infeccion,
pero las cantidades de virus liberado no son elevadas. ’

A 28 °C, vemos que hay un retraso considerable en la evolucién de
1a infeccidn, ya que los efectos citopaticos no empiezan a aparecer hasta
el décimo dia, y entonces lo hacen en muy pequefia proporcién; encon-
trandose, sin embargo, escasas cantidades de virus a partir del ségundo
dia de la inoculacién. En las muestras de los dfas noveno y décimo es
donde se obtiene la mayor cantidad de virus, disminuyendo luego.

A 20 °C, no se observan a lo largo de los quince dias que dura el
cultivo celular, ni aparicién de virus, ni efecto citopatico alguno.

Observamos que durante todo el experimento, los testigos, exceptuan-
do el de 39 °C, se conservan sin alteracién a todas las temperaturas
estudiadas, y también que la tendencia a metabolizar el medio es mucho
menos en las células infectadas que en los testigos sanos.

En el cuadro 8 estin reunidos los datos del estudio de la evolucién
de la infeccién celular a las mismas temperaturas anteriores, pero inocu-
lando virus de la encefalitis de San Luis en cultivos de amnios humano,
v la comparacién del comportamiento y aspecto de los cultivos de célu-
las de amnios humano infectadas, con sus testigos respectivos. Obser-
vamos que, en general, la duracién de la evolucién de los cultivos se
prolonga con respecto a los de HeLa.
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Cuadro 3. Influencia de diferentes temperatur
1 dia 2 dias 3 dias 4 dfas 6 dias 7 dias
Grados | vy
centigrados Be | Ac [ Rm |Ac | Ru | Ac | Bm | Ac | Bu | Ac | Ra
39 ESL 0 0 0 0 1 0 0 + 0 +
Testigo 0 0 0 0 0 C
37 ESL + 1 + + + 0 + 1 4
Testigo 0 0 0 0 0 ¢
35 ESL 0 0 0 0 1 0 0 + 0 4
Testigo 1] 1] 0 0 0 0
28 ESL 0 0 0 + + + 0 +
Testigo 0 0 0 0 0 +
20 ESL 0 0 + + 4+ + + + + ++4+ 0 +4+-
Testigo 0 0 + 4+ + ++ + + + + ++-

10
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hre la infeccion de células AH con ESL

8 dias 9 dias 10 dias 11 dias 13 dias 14 dias 15 dias
m Ac Rm A. R A. Re Ac | Ra A. Ra Ac Ra A.
b4+ ++ N
++ ++ ++ +4+
b+ + 8 4+ 4 +4+ 2 4+ ++ 4 ++++
0 0 0 0 0 0 0
+ + +4+ 0 ++4+++
0 + + .
++ ++ + 4+ ++ 0 ++ 4+ 1 4+
+ + + + + + +

11
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A 39 °C empiezan a presentarse los efectos citopaticos al sexto dia
y van avanzando progresivamente hasta la destruccidn total del cultivo,
que se produce a los once dias; solamente en la tltima muestra de

medio, tomada a los once dias, encontramos cantidad importante de
virus.

A 37 °C y a partir del primer dia de la inoculacion, encontramos
efectos citopaticos que progresan muy lentamente. La mayor cantidad
de virus liberado al medio se encuentra a partir de los ocho dias hasta
la destruccion de las células, a los quince dias.

A 835 °C no aparece virus detectable a todo lo largo de la evolucién
del cultivo, y las células empiezan a degenerar a partir del sexto dia.

A 28 °C observamos que a los tres dias de la inoculacién aparecen
efectos citopaticos en las células, estabilizindose hasta que se da por
terminada la experiencia, no liberdndose virus practicamente.

A 20 °C se destruye rapidamente todo el epitelio celular y en las
muestras inoculadas no aparece virus. ' _

Observamos que 37 y 35 °C son las temperaturas en donde existe
diferencia entre la evolucion de las células infectadas y los testigos, ya

que éstos contintian normales, mientras que en los cultivos infectados
se produce la destruccidn total.

A 39 y 20 °C va casi paralela la degeneracion de las células infec-
tadas y de los testigos.

»

Influencia de varios medios de cultivo sobre la infeccion celular

Observamos en el cuadro 4, que resume los datos obtenidos sobre la
influencia de distintos medios de cultivo sobre células HeLa infectadas
con virus de encefalitis de San Luis, los siguientes resultados.

Con los medios C, D, E y F se produce una rdpida degeneracion del
cultivo y pricticamente no encontramos que haya liberacién de virus.

El medio A acorta el periodo de evolucién de la infeccidn, con poca
produccién de virus; el de mantenimiento da lugar a abundante pro-
duccién de virus y con el medio B disminuye la cantidad de virus libe-
rado, siendo para los dos dltimos normal el periodo de evolucién del
cultivo.

El medio VI induce a resultados semejantes a los anteriores, y final-
mente el medio VII resulta Sptimo en este caso, ya que ademas de tener

12



Figura 2. Células AH normales
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Figura 4. Células AH infectadas con ESL. Pase 4.°
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una larga duracidn el cultivo, la liberacidn de virus al medio se produce
desde el segundo dia y en cantidades mas elevadas.

De la comparacion entre el aspecto que presentan los cultivos de
células HeLa infectadas y los testigos de células sanas sometidas a las
mismas condiciones, obtenemos los siguientes datos también consignados
en el cuadro 4.

Con los medios A, C, D, E y F, la degeneracién de los cultivos infec-
tados transcurre paralela a la de los testigos; en cambio, con los medios
de mantenimiento, B, VI y VII existe una gran diferencia entre los testi-
gos, que permanecen sin alteracion, y las células infectadas, que dege-
neran, coincidiendo esta degeneracién con la aparicién de virus libre
en el medio.

Los resultados obtenidos al ensayar los distintos medios de cultivo con
las células de amnios humano infectadas con encefalitis de San Luis
y su comparacién con los testigos de células sanas durante su manteni-
miento con distintos medios, se resumen en el cuadro 5, describiéndose
a continuacion. ‘

Al emplear el medio de mantenimiento y el medio E, la duracién del
cultivo es semejante con ambos medios, la liberacién de virus es algo
menor con el medio E y existe diferencia en la aparicién de los efectos
citopaticos en las células, ya que con el medio de mantenimiento se
presentan a los cinco dias y van progresando hasta la destruccion del
cultivo, y con el medio E aparecen a los seis dias de la ino¢ulacién en
pequeiias cantidades y luego repentinamente sobreviene la destrucmon
de las células, con abundante liberacién de virus.

En cuanto a los medios A y F resulta semejante su influencia, indu-
ciendo a una répida destruccién del cultivo celular; en cambio, con el
medio A se libera algo de virus, cosa que no sucede con el F.

Con el medio de cultivo B se obtiene una produccién considerable
de virus desde el segundo dia después de la inoculacidn, sin efectos cito-
paticos, aunque al sexto dia se destruye el epitelio celular.

Al utilizar el medio C, encontramos un marcado retraso en la
aparicion de los sintomas de la infeccidn, ya que hasta el noveno dia
no se han encontrado efectos citopaticos, apareciendo este dia y conti-
nuando hasta el duodécimo, en que se produce la degeneracién total de
las células. En cambio, el miximo de virus liberado al medio, aparece en
los dias séptimo y noveno, cuando practicamente el aspecto del cultivo
es normal.

15
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Cuadro 4. Influencia de diferentes medios de

v 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias
Medios Virus -
Rm ' Ae Rm A RBa | Ac | Bm | A
. ESL 0 0 + + ++ 2 4+
Mantenimiento . .
Testigo 0 0 0 0
A ESL + + 0 ++ 3 ++4
Testigo 0 + + ++
B ESL 0 0 0 0 3 +
Testigo 0 0 0 0
c ESL + + + + 0 +4++ + +
Testigo 0 0 +++ ++-
D ESL + + 0 +4+4+ 1 ++4-
Testigo + + 4+ + +++ ++
E ESL + + + + + 0 4+
Testigo 0 0 0 + +
F ESL + 0 + + +++ 1 ++-
Testigo 0 ++ + +++ 4
VI ESL + + 1 + 3 ++
Testigo 0 0 0 0
ViI ES'L v 4 0 4 + + 4 +
Testigo 0 0 0 0

16
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vo sobre la infeccion de células HeLa con ESL

6 dias 7 dias 8 dias 9 dias 10 dias 11 dias 12 dias
Ra | A. Ra Ac | R Ac | Ba A R , A Ra Aec | Ra A,
4 +++ 4 +++

0 0.
+ 83 44+ 4 +++
+ + +
3 ++++
O ++4+ 0 ++++
+ 4+ +++ +
8§ +++ +4++ 4 4+
4] 0 + +
+4+ 8 44+ 44+ 4+t 4 4+ 3 4+ 3 4+
o 0 0 0 0 -0 0

7
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Con el medio D, y a partir del tercer dia, se observa una aparicion
progresiva de los sintomas de la infeccién, pero no encontramos virus
detectable a lo largo del experimento.

Usando el medio VI, en la primera parte del periodo de la evolucién
de la infeccion celular (dias cuarto y quinto), encontramos virus en el
medio en cantidad importante, no presentdndose todavia efectos cito-
paticos; del dia séptimo al undécimo la evolucién del cultivo tiene
lugar muy lentamente, acompafiada de liberacién de virus al medio de
cultivo, pero en cantidades menores que al principio.

Con el medio VII se consigue que las células se conserven durante
largo tiempo. Desde el segundo dia hasta el noveno no aparece ninguna
alteracién en las células, obteniéndose en cambio cantidades de virus
relativamente elevadas. A partir del décimo dia, practicamente no se
encuentra virus, y desde los catorce dias después de la inoculacion em-
piezan ya a aparecer los efectos citopiticos de forma progresiva, hasta
que a los veinte dias ya no existe epitelio celular.

Con los medios de mantenimiento B, C, VI y VII existe gran diferen-
cia entre los testigos, que no presentan alteraciones, y las células infecta-
das, que manifiestan efectos citopdticos en proporcién considerable.

Con los medios A, D y F existe un paralelismo estrecho en la apari-
cién de los efectos citopaticos y la evolucién de los cultivos entre las
células infectadas y los testigos.

Finalmente, para el medio E, aunque en el testigo aparecen algunos
sintomas de degeneracién, hay mucha diferencia en cuanto.a la intensi-
dad de los mismos en comparacién con los que presentan los cultivos
infectados.

Influencia de varios pH sobre la infeccion celular

Unicamente empleamos los pH 6, 7 y 8, porque el normal desarrollo
de las células no tiene lugar fuera de estos limites y podriamos obte-
ner unos datos erréneos, ya que la degeneracion de los cultivos sobre-
vendria exclusivamente por la accién del pH.

El cuadro 6 se refiere a la evolucidn de la infeccién de la encefalitis
de San Luis en células HeLa sometidas a diferentes pH durante el
tiempo de adsorcién del virus, y la comparacion con los testigos de
células sanas en las mismas condiciones. A continuacién se resumen
dichos resultados.

A pH 6 y pH 7 se obtienen resultados semejantes en cuanto al aspecto

18



Cuadro 5. Influencia de diferentes medios de cultivo sobre la infeccion de células AH con ESL

2 dias 3 dias 4 dias ‘ 5 dias 6 dias 7 dias 8 dias l 9 dias 10 dias 11 dias 12 dias 13 dias 14 dias 15 dias 16 dias 17 dias 18 dias 19 dias 20 dias 21 dias
* Medios Virus
, Ra | A Rm | Ac | BRu | A BRun | Ac | Rm \ Ac | Rm Ac | Ra I Ac | Ra | Ac | Rnm \ Ac | Ram A: | Ra l Ac| Rm | Ac | Rm | Ac Rum Ac | Ram ‘ A: | Ra ‘ A. Ram l A. Rm Ac | Ra | Ae Ba | Ac
Manteni- ESL 0 1 0 0 ++ 4 44+ 44+ 4 ++++
miento Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0
A ESL + + + 3 +++4++
Testigo + ++ ++4++
B ESL 2 0 2 0 + 2 + 8 +4+++
Testigo 0 0 0 0 0
ESL 0 0 3 0 0 0 4 0 0 4 + + + + + 1 +4+4++
¢ Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D ESL 0 0 0 + 0 + 0 + 0 + + 0 +4++
Testigo + +++ +++ +
ESL 0 0 3 0 0 + 4 + 4 ++++
E Testigo 0 0 0 0 0 0 0 + + + +
F ESL 0 + + 0 ++ 0 ++++
Testigo + + + + + + 4+ 4 +
- ESL 0 1 0 4 0 4 0 0 0 + + 3 + ++ 2 ++++
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ++ + + ++ +4 ++
VII ESL 4 0 0 4 0 4 0 4 0 2 0 2 0 3 0 0 0 0 0 0 2 + ++ +4+ 1 ++ + + +4+4+ 2 F4+++
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Cuadro 7. Influencia de diferentes pH durante e

5 dias

1 dia 2 dias 3 dias 4 dias 6 dias

pH Virus
i Rm A Ra | Ac Ra | Ac Ra | Al Ra | A Ra A
6 - ESL -0 0 0 0 0 2 0 0
Testigo 0 0 0 0 0 0
7 ESL (1] 0 0 0 0 0 0 0
Testigo 0 0 0 0 0 0
5 ESL 0 1 0 0 0 0 0 0
Testigo 0 0 0 0 0 0

20
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empo de adsoicion del virus ESL por células AH

9 dias

10 dias

12 dias \ 13 dias

7 dias 8 dias 11 dias

Rm | A | Rm | A | Rw | Ac | Ra | A | Ba | A | Ra | A \Rm \Ac

0o o + + 08 4+ B I s
0 0 0 0 0 (U

0 + + ++ 83 44+
0 0 0 0 ) 0o 0
0 0 0 0 + 2 +4++ +4+4+'8 +++
0 0 '

-+

. 4
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de las células y a la duracién de la evolucién de la infeccién; desde
el primer dia empiezan a presentarse efectos citopdticos que van aumen-
tando hasta llegar a la degeneracion casi total del cultivo al sexto dia.
El virus liberado en el medio se encuentra en mayor cantidad en el expe-
rimento realizado a pH 7 que a pH 6. Sin embargo, resulta que a los
pH 6 y 7 existe una gran diferencia entre el aspecto que presentan las
células infectadas, con efectos citopaticos desde el primer dia después
de la inoculacién, y los testigos de células HeLa sin infectar, que practi-
camente no sufren alteraciones.

En cuanto al pH 8 resulta un poco mds larga la duracién del cultivo,
pero no existe gran diferencia con los dos anteriores respecto a la libe-
racién de virus. A este pH 8, las células del testigo presentan efectos
citopaticos inespecificos, aunque no tan pronunciados como los infecta-
dos, debido a que este pH durante la adsorcién no les resulta favorable.

En las células de amnios humano infectadas con encefalitis de San
Luis y sometidas a los mismos pH anteriores durante el tiempo de adsor-
cidn, se observa (cuadro 7) que hay un pequefio retraso en la evolucién
de la infeccién en cuanto a la aparicion de los efectos citopdticos para
los tres pH, con respecto al experimento realizado con células HelLa,
siendo menor en el pH 7 y aumentando progresivamente para los de 6 y 8.

Las cantidades de virus liberadas son semejantes a pH 6 y pH 8 y un
poco menores. a pH 7, pudiendo ser debido a que la destruccion del epi-
telio celular tiene lugar mds rdpidamente. En cuanto a la accién de
estos pH sobre los testigos no infectados, los resultados indican (cua-
dro 7) que los testigos de los pH 6 y 7 evolucionan con absoluta norma-
lidad; sin embargo, a pH 8 se presentan sintomas de degeneracién.

DISCUSION

A la vista de los resultados obtenidos mediante el estudio de la ter-
morresistencia del virus, objeto de este trabajo, deducimos que su sensi-
bilidad a la mayoria de las temperaturas estudiadas (39, 37, 35 y 28 °C) es
elevada.

Debe tenerse en cuenta que la naturaleza del medio en que se encuen-
tra en suspensién el virus y su pH tienen gran influencia sobre la resis-
tencia a la temperatura y por ello nosotros hemos empleado como dilu-
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yente el medio de mantenimiento que estimamos mds favorable para
la conservacién del virus.

La temperatura de 20 °C es la mejor tolerada por el virus,, dato que
puede ser interesante, ya que cepas de virus que se multipliquen facil-
mente cuando se cultivan a esta temperatura, dardn un rendimiento mds
elevado en virus al sumarse a la menor inactivacién gradual del virus
liberado producida por la temperatura de cultivo, la produccién normal
de particulas viricas. '

- Es indudable que la temperatura de incubacién de los cultivos celu-
lares- ejerce una accién importante sobre el complejo virus + célula.
Lwoff (8) indica que la capacidad reproductiva del virus poliomielitico
depende de la temperatura de incubacién durante el ciclo de multipli-
cacion; otros autores, asimismo, han comprobado la influencia de diver-
sas temperaturas sobre virus cultivados en células.

Carp y Koprowski (2), estudiando virus poliomieliticos, encuentran
cepas que se multiplican lo mismo a la temperatura de 40 °C que a la
de 37 °C, y otras cuyo grado de multiplicacién es inferior a 40 °C que
a 37 °C.

Carp y colaboradores (2) observan que cultivando una cepa de polio-
mielitis 2 a 23 °C en células de rifiéon de mono, aquélla se hace mas
estable, reduciéndose su patogenicidad. También Carp y colaborado-
res (4), en otro trabajo, cultivando una cepa de poliomielitis tipo 3, en
células de rifion de mono, a 23 °C, durante los dos primeros pases no
observan efectos citopaticos hasta los diez dias de cultivo, pero en el
tercer pase aparecen a los tres dias. Continuando este experimento y rela-
cionando todos los resultados por ellos obtenidos, concluyen que existen
determinadas cepas de virus poliomielitico, que cultivadas a 23 °C dis-
minuyen en su neuropatogenicidad; que la capacidad reproductiva pue-
de sufrir marcadas alteraciones por la influencia de diversas tempera-
turas de cultivo, y que una causa del diverso comportamiento de un
mismo virus frente a temperaturas diferentes puede ser debida a la
existencia de particulas viricas que posean temperaturas éptimas de
multiplicacién distintas. '

Nosotros, al determinar las temperaturas mds favorables para la
multiplicacién del virus en estudio, observamos, en primer lugar, que
para el virus de la encefalitis de San Luis en células HeLa, la mayor
produccién de virus se consigue a la temperatura de 37 °C, siendo
menos favorables las otras ensayadas y completamente desfavorable la
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de 20 °C; al ser cultivado sobre células de amnios humano, la tempe-
ratura de 37 °C es la mds favorable, siendo seguida por la de 39 °C,
y son inadecuadas las restantes.

En todos los experimentos realizados, las células Hel.a infectadas
cultivadas a 39 °C experimentan una rapida alteracién que también se
manifiesta en los testigos de células sin infectar, debido 'a que resulta
excesiva temperatura para la vida de las células en este caso. Las res-
tantes temperaturas ensayadas no parecen ejercer efectos nocivos sobre
las células normales; por lo tanto, debemos atribuir los efectos citopa-
ticos y las dlferencms en su periodo de aparicion a las temperaturas uti-
lizadas.

De todas formas, a 39 °C y a pesar de que dlcha temperatura altera ..
rapidamente las células Hel.a, existe multiplicacién de virus, ya que
éste se recupera del cultivo después de transcurrir periodos de tiempo
mas que suficientes para la desaparicion del virus inoculado (tiempo de
inactivacion a 39 °C, menos de veinticuatro horas), siendo dichos perio-
dos de cuatro dias para encefalitis de San Luis en HeLa, y de once en
amnios humano. Las células de amnios humano resisten bien la incuba-
cién a la temperatura de 39 °C.

A 35 °C, las células HeLa infectadas con el virus presentan una evo-
lucién algo mas rdpida que a 37 °C, mientras que en las células de
amnios humano infectadas a 28 °C, la evolucion es lenta, con pocos
efectos citopaticos, estando éstos ausentes por completo a 20 °C.

Por otra parte, observando los testigos podemos deducir que las
células HeLa se mantienen en condxclones vitales a temperaturas que
oscilan de 37-20 °C. -

"Relacionando efectos citopéticos y produccion de virus, observamos
que una evolucion forzada del cultivo, como sucede a 39 °C, no provoca
una mayor -produccién de virus, sino que la sintesis de éste en cantidad
considerable necesita un perfodo de tiempo minimo, que naturalmente
sera especifico para cada virus y cada especie celular. Por otra parte, una
evolucién lenta del cultivo con aparicién retardada de efectos citopati-
cos significativos provocada por temperaturas relativamente bajas, cuan-
do éstas no lo son excesivamente( 28 °C) da lugar a niveles aceptables de
virus, que aparecen también tarde. No obstante, también existe libera-
cién de virus por las células al medio en pequeiia cantidad, cuando atir
no han aparecido efectos citopaticos sensibles.

En los experimentos realizados en células de amnios humano, se reve-
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lan ciertas diferencias en su comportamiento general comparado con las
células HeLa. Estas células de amnios humano son mis sensibles a
temperaturas bajas que las células HeLa y algo menos sensibles a las
altas. En posible relacion con esto, se observa un retraso en la aparicién
de efectos citopaticos y de la multiplicacién de virus a las temperaturas
de 89, 37 y 35 °C con respecto a las células HeLa infectadas; sin embar-
go, a las temperaturas mas bajas, los efectos citopdticos aparecen antes
que en células HeLa, pero comparando con los testigos sin infectar y
asociando el dato de que no se obtiene virus detectable, nos hace pensar
-que estos efectos citopaticos son inespecificos, debidos a la temperatura
de incubacién principalmente.

Como en el caso de las células HelLa, observamos un acortamiento
del periodo evolutivo de la infeccion a 39 y 85 °C con respecto a 37 °C,
‘aunque, por otra parte, los rendimientos de virus elevados sélo se encuen-
tran a 37 y 39 °C, mientras que a 28 y 20 °C no se encuentra practica-
mente virus, en contraposicion con las células HeLa que producen
virus a 28 °C. :

Es ya conocido que los cambios de composicién en el medio de man-
tenimiento hacen variar la sensibilidad celular frente a los virus, dentr6
de ciertos limites.

" Rappaport y Melnick (11) establecen una relacién entre efectos cito-
paticos y grado de multiplicacién del virus cuando el medio de mante-
nimiento es rico en componentes nutritivos y también que la adicién de
extracto de levadura aumenta la multiplicacion. Sin embargo, en estu-
dios realizados por estos autores en células de amnios humano, estos
fenémenbs son mas complejos e indican que las diferencias entre estas
y otras células pueden ser debidas a marcadores tisulares especificos de
dichas células, y concluyen que los efectos citopaticos dependen en gran
parte de las caracteristicas del medio de cultivo.

“ Considerando fundamental para nuestro trabajo el estudio de dife-
rentes medios, atendiendo principalmente a determinar la importancia
de determinados componentes para el metabolismo normal de la célula
y la sintesis del virus, hemos utilizado nueve medios con una compo-
sicién bdsica igual, sustituyendo algiin componente o eliminandolo. Asf
los resultados serdn mds comparables y podremos establecer la indis-
pensabilidad de algunas sustancias. :

Con los medios C, D, E y F, que son los que carecen de suero, las
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células no producen pricticamente virus, resultado concordante con el
obtenido por Andjaparizde y colaboradores (1), que demuestran la ne-
cesidad de suero para la multiplicacién del virus de la encefalitis centro-
europea transmitida por garrapatas.

Ademads de la estricta necesidad de suero para la sintesis de virus,
las células también necesitan los factores contenidos en aquél, ya que
sin é] rapidamente entran en destruccién, quedando en pie el problema
de si la causa de la no produccién de virus es la falta de factores para
la sintesis de éste por la célula, o la rdpida degeneracidn celular; aun-
que la primera hipdtesis parezca mds importante, la duracién del cultivo
en algiin caso seria suficiente para la obtencién de cierta cantidad de
virus. La albiimina bovina que posee el medio F no es capaz de sustituir
al suero.

Con el medio A, que posee gran cantidad de suero, aunque carece de
glucosa, se obtiene virus en cierta cantidad, a pesar de que la evolu-
cién de las células, como nos indica el testigo no infectado, estd también
dirigida a la pronta degeneracién celular.

La glucosa no es indispensable para la sintesis virica, pero si lo es
para el metabolismo normal de las células.

El medio llamado de mantenimiento, que posee una cantidad mode-
rada de suero (3 por ciento) y todos los componentes normales, da lugar
a una produccién abundante de virus y una evolucién normal de las
células con aparicién de los efectos citopaticos especificos, ya que éstos
no aparecen en los testigos sin infectar. Sin embargo, el medio B, que
posee una cantidad elevada de suero (15 por ciento), no por ello eleva
el rendimiento de virus, sino que quiz4 lo disminuye, afectando algo a
las células, como se ve en los testigos sin infectar; prueba de que el
exceso de suero no es favorable.

El medio VI posee suero en relativamente poca eantidad (1 por cien-
to) y adem4s albiimina bovina. Esta asociacién es bastante favorable
para el virus de la encefalitis de San Luis. Asimismo, el medio VII, que
posee bastante cantidad de suero (10 por ciento) y extracto de levadura,
es muy favorable para el virus de la encefalitis de San Luis, lo cual
indica que la asociacién del suero con otras substancias que contienen
principalmente factores importantes para el metabolismo celular, como
son la albiimina bovina y el extracto de levadura, da lugar a un per-
fecto estado de mantenimiento de las células normales, como indican los
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testigos, y unas condiciones favorables para la sintesis del virus. Los
efectos citopaticos aparecen relativamente pronto.

El comportamiento de las células de amnios humano difiere bastante
en este aspecto de las células HeLa. En los resultados obtenidos con el
virus de la encefalitis de San Luis, encontramos con respecto a los
medios sin suero (C, D, E y F), que con el primero y el tercero (C, E)
se produce virus, y con el segundo y cuarto (D, E), no; los efectos pro-
ducidos por estos medios en los testigos son inespecificos y muy letales.
Esto explicaria que los medios sin suero como son C y E, den lugar a
la produccién de virus, probablemente porque al conservarse las células
en buen estado éstas son capaces de sintetizar virus en cantidades apre-
ciables.

Quiz4 las células de amnios humano de origen no maligno sean capa-
ces de sintetizar cantidades apreciables de virus sin el concurso del
suero, debido a que su sistema enzimatico sea mas completo que el de
las células Hel.a de origen canceroso.

El medio A, sin glucosa, pero con exceso de suero (15 por ciento),
provoca rdpida degeneracién celular, como ocurre con las células
HeLa, y la cantidad de virus liberado es mds bien escasa, por lo que
deducimos que también para las células de amnios humano es necesaria
la glucosa para el metabolismo normal, pero no para la sintesis del virus.

El medio de mantenimiento y el B mantienen las células en buen
estado, los efectos citopaticos especificos aparecen y evolucionan nor-
malmente y la produccién de virus es inferior para el medio B como
sucede en las células HeLa, por lo que le damos la misma explicacion.

Los medios VI y VII son favorables para el mantenimiento de las
células, principalmente el VII, que contiene extracto de levadura; los
efectos citopaticos especificos del virus, al contrario que sucede con las
células HeLa, tardan mucho en aparecer y son de evolucién lenta, aun-
que la liberacién de virus comienza en cantidades comsiderables atn
antes de aparecer aquéllos. Estos medios confieren buena vitalidad a
las células, que aunque infectadas consiguen sobrevivir largo tiempo.

La adsorcién del virus por las células es el primer fendmeno que se
produce al ser éstas infectadas. De los estudios realizados, la mayor parte
indican que dichos fendmenos serian de caracter electrostatico por la
aparicién en la superficie celular de cargas positivas a causa de la modi-
ficacién inducida por el virus, y que actuarian sobre la carga negativa del
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‘virus. Otros indican la posible existencia de un sistema enzimatico.
De todas formas, el pH de la suspensién de virus debe influir conside-
rablemente en este primer paso de la infeccién celular, que determinard
‘el resultado de los siguientés, que son la penetracién en la célula, mul-
tiplicacion del virus en ella y finalmente liberacién del virus.

La adsorcién del virus por la célula necesita un periodo de tiempo
determinado para cada virus y especie celular; por lo general, relativa-
mente cdrto, no superior a a]gunas horas.

Si nosotros mantenemos el virus en contacto directo con las células
en una suspension a un pH determinado (6, 7 y 8, en este trabajo), duran-
te un periodo de tiempo determinado como suficiente en condiciones
normales para que se realice el fenémeno, eliminando después la suspen-
sion, los resultados, controlados después por el estudio de los efectos
citopdticos y liberacién de virus, nos dardn una idea de la influencia
de los pH ensayados.

Del estudio de los datos obtenidos con estos experimentos deducimos
? ’ . ’

que el periodo de cuatro horas durante el que estian sometidas las células
a estos pH, tiene cierta influencia en su evolucién posterior, ya que los
testigos sin infectar sometidos a las mismas condiciones—en el caso de
las células HeLa, a pH 7—permanecen normales largo tiempo, mien-
tras que a pH 6 empiezan a degenerar a los siete dias, y a pH §, antes,
a los tres dias, aunque permanece después estacionario el cultivo.

Las células de amnios humano, mas resistentes, se mantienen bien,
después del tratamiento a pH 6 y 7, degenerando a pH 8, pero mds
tarde que las HeLa. o A

Los efectos citopaticos aparecen antes en las células HeLa infectadas
con el virus de la encefalitis de San Luis, debido a su mayor sensibilidad,
resultando para las células HeLa igual la evolucion del cultivo inoculado
apH 6 y 7 y més largo a pH 8; en amnios humano sucede practicamente
igual, con m4s retraso en general para todos los pH. Siendo el rendi-
miernito en virus semejante, estimamos como pH favorables el 6 y 7, y
algo desfavorable el 8, ya que su retraso debe ser originado por una
menor cantidad de virus adsorbido.
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RESUMEN

El virus antes citado es muy sensible a las temperaturas de 39, 37,
35 y 28 °C; la temperatura mejor tolerada por el virus es la de 20 °C.

Ensayando las cinco temperaturas indicadas sobre la evolucién de
la infeccién en cultivos de células de amnios humano y HeLa infecta-
dos con dicho virus, se observa que las temperaturas mas favorables
son, para el virus de la encefalitis de San Luis cultivado en HeLa, 37 °C,
y en amnios humano, 37 y 39 °C. Resulta completamente desfavorable.
la temperatura de 20 °C, al menos durante el primer pase.

La temperatura de 39 °C ejerce cierta accién nociva sobre las células,
mientras que las restantes no las alteran. Por gtra parte, las células de
amnios humano son mds resistentes que las HeLa a las temperaturas
altas y mas sensibles a las bajas.

Ensayando nueve medios de cultivo diferentes sobre ambos tipos de.
células infectadas con el virus de la encefalitis de San Luis, deducimos
en el caso de las células HeLa que con los medios carentes de suero
(C, D, E y F), la sintesis de virus no se verifica; como asimismo que las
células sin infectar necesitan este elemento para conservar su vitalidad
normal. 4 ‘ _

La glucosa es necesaria para la vitalidad celular, pero su falta no
excluye la multiplicacién del virus.

El exceso_de suero no. eleva la mulnphcacnon del virus y en camblo'
ejerce en los medios de mantenimiento un efecto desfavorable, acelerar
la degeneracion del cultivo; sin embargo una cantidad moderada 'de
suero en el medio de mantenimiento da lugar a un estado. normal de
las células y a una produccién también normal de virus. S

Las asociaciones de suero y albiimina bovina y de suero y extracto de
levadura son muy favorables para mantener las células en buenas con-
diciones de vitalidad y para que la multiplicacién del virus sea consi-
derable. La segunda asociacion es la mas favorable para el de la ence-
falitis de San Luis, cultivados ambos en células HeLa.

- En las células de amnios humano infectadas con virus de la encefa-
lms de San Luis y mantenidas con los medios ya citados, los resultados
difieren en algunos casos. Los medios sin suero D y F alteran la vntahdad{
normal de las células y evitan la multiplicacién del virus; otros dos me-
dios restantes sin suerg, C y E, mantienen mejor las. células en buen,
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estado y dan lugar a una escasa multiplicacién del virus, debido quizd
a una mayor adaptacion de esta cepa de células a condiciones adversas
de medio.

Los medios sin glucosa y con exceso de suero producen efectos seme-
jantes a los citados para las células Hel.a, como asimismo el de mante-
nimiento.

Los medios VI y VII con asociacion de suero + albimina bovina y
suero + extracto de levadura son favorables, como sucede en células
HeLa, y la evolucién de la 1nfecc1on es mucho mds lenta en amnios
humano. :

Para determinar la influencia del pH en la adsorcién del virus sobre
las células, ensayamos los pH 6, 7 y 8, obteniendo como més favorables
los pH 6 y 7 para el virus de la encefalitis de San Luis en ambos tipos
de células.

Las células HeLa sometidas durante el periodo de adsorcion del
virus a dichos pH, soportan bien el pH 7, viéndose algo afectadas en
los otros dos pH; las células de amnios humano son mds resistentes,
siendo solo ligeramente afectadas por el pH 8.

- Esquematicamente diremos que cultivado el virus en celulas HeLa,
son més favorables para el mismo: la temperatura de 37 °C, el medio
de asociacién de suero + extracto de levadura (medio VII) y el pH 7,
durante el periodo de adsorcién del virus. -

Cultivado el virus en células de' amnios humano, resultan favora-
bles: la temperatura de 37 6 39 °C el medlo VIlIylospH6y 7 durante
el penodo de adsorcxon del virus.

Agradecemos a la sefiorita Mana del -Carmen Granados -su vahosa
ayuda técnica en la realizacién de este trabajo.

SUMMARY

St. Louis encephalitis virus, cultivated in mouse’s brain, adapt itself
to HeLa cells, with a fixed two-day period for evolution of the infection;
in Human Amnion cells this period is of four days which indicates a
greater resistence of these cells. :

By testing five temperatures upon the evolution of the mfectlon in
cultures of Human Amnion and HeLa cells infected with SLE virus
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we observe that the most favourable temperatures are: 37 °C cultivated
in HeLa, and 37 °C and 39 °C in Human Amnion. Temperature of
20 °C is entirely unfavourable, at least during the first passage.

Temperature of 39 °C has a certain nocious action upon cells, whe-
reas the remaining temperatures do not alter them. Moreover, Human
Amnion cells are more resistent to high temperatures, and less resistent
to low ones, than HeLa cells.

By trying nine different culture media upon both types of cells
infected with St. Louis encephalitis virus, we deduce that HeLa cells
do not synthetize virus with media without serum also, that uninfected
cells need this element to retain their normal vitality.

The association of serum and bovine albumin as well as that of
serum and yeast extract, are very favourable to maintain the cells in good
conditions of vitality and to a considerable proliferation of the virus.
The latter association is the most favourable for St. Louis encephalitis
virus cultivated in HeLa cells, and the association of serum an bovine
albumin is favourable for the evolution of the infection in Human
Amnion cells.

HeLa cells, subjected to pH 6, 7 and 8 during the period of virus
adsorption, tolerate well pH 7, whereas they are somewhat affected by
the other pH. Human Amnion cells are more resistent being only lightly
affected by pH 8.

Summarily, we shall say that the most favourable conditions for
St. Louis encephalitis virus in HeLa cells are: temperature of 37 °C,
medium containing an association of serum with yeast extract, and pH 7.

As regards St. Louis encephalitis virus in Human Amnion cells, fa-
vourable factors are: temperatures of 37 °C or 39 °C, medium VII, and
pH 6 and 7.
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INSTITUTO «FAIME FERRAN», Dt MICROBIOLOGIA

ALGUNOS FACTORES QUE AFECTAN
A LA MULTIPLICACION DEL VIRUS DE LA
ENCEFALITIS JAPONESA B CULTIVADO EN
CELULAS HELA Y DE AMNIOS HUMANO (*)

por

M.2 pe. Piar VILAS

INTRODUCCION

En diversos trabajos sobre el comportamiento del virus de la ence-
falitis Japonesa B durante su multiplicacion en cultivos celulares, se
menciona el hecho de que los efectos citopdticos causados en las células
por el virus son irregulares, pero no se concretan las causas de este fe-
némeno.

Es posible que la interaccién virus-célula y, por tanto, la sintesis del
virus esté influida no sélo por las caracteristicas peculiares de las células
y del virus, sino también fundamentalmente por factores metabdlicos
derivados de la presencia, ausencia o déficit de ciertas sustancias en el
medio de cultivo; la temperatura de incubacién y el pH influyen tam-
bién con toda probabilidad.

El virus de la encefalitis Japonesa B es capaz de multiplicarse
en muchos tipos de células, sin causar en ellas fenémenos citopéticos
claros. Segin Masson (3), esta caracteristica se pone sélo de manifiesto
empleando células HeLa y solo en los tres o cuatro primeros pases.

(®*) Este trabajo forma parte de la tesis doctoral de la autora y ha sido rea-
lizado, en unién de otros varics, mediante una Ayuda (FG-Sp-122) del Ministerio
de Agricultura de Estados Unidos.

Microbiol. Espaii., 18 (1965), 81 1



.Cuadro 2. Influencia de diferentes temperaturas sobre la infeccion de célulasHeLa con E]B

Gtados' Virus 2 dias 4 dfas 5 dias 6 dias 7 dias 10 dias 11 dias 15 dias
centigrados Ra l Ac | Ra | Ac | Ra | Ac | Rm | Ac | Rm | Ac | Rm ' Ac | Ra | Ac | Rm | A
% EJB 0 +++ 3 ++++
Testigo -+ + +
37 EJB 0 0 4 + 4 4+t 4 4+
Testigo 0 0 0 0
a5 E(B 0 4+ 3 44+ 3 4+
Testigo 0 0
28 EJB 1 0 0 0 0 1 0 0 4 + - 4 + + +
Testigo 0 0 0 0 0 0
20 EJB 0 0 0 o 0 0 0 0
Testigo 0 0 0 0 0 0 0

Se inoculan cuatro ratones con cada muestra de medio.

R. = ratones muertos. A, = aspecto de las células. 0 a + + + = proporcién de células con efectos citopaticos, en el cultivo.

+ 4 + 4+ = destruccién completa del cultivo.



Figura 2. Células AH infectadas con EJB. Pase 4.°
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peraturas estudiadas; también observamos que las células infectadas
metabolizan el medio mucho mds lentamente que los testigos sanos.

b) Células de amnios humano infectadas con encefalitis Japonesa B

Seguin los datos resumidos en el cuadro 3, la evolucién de la infec-
cion producida por este virus en las células de amnios humano (AH) es
considerablemente mas lenta que en las células HeLa.

A la temperatura de 39 °C aparecen desde el sexto dia sintomas muy
débiles de infeccién; las cantidades de virus no son muy importantes
hasta el dia décimotercero, en que tiene lugar la destruccién casi total
~ de las células. h

No se obtiene una cantidad importante de virus a 37 °C a pesar de
la larga duracion de los cultivos infectados y no hay efectos citopéticos
muy marcados; las células permanecen bastante estabilizadas, sin cambios
apreciables.

A la temperatura de 35 °C solo se observan trazas de virus a los
siete dias después de la infeccion; el cultivo degenera luego rapidamente
en tres dias, sin aumento en la cantidad de virus liberado.

A 28 °C se observa que no puede detectarse virus, y las células apa-
recen como si su metabolismo estuviera estabilizado; este hecho se
prueba por la ausencia de cambios en el pH del medio de mantenimiento.

La temperatura de 20 °C nos permite obtener, aunque en pequeiia
cantidad, virus a lo largo de todo el experimento; sin embargo, en las
dltimas muestras de medio de cultivo inoculadas no se observa presen-
cia de virus.

De la comparacidn entre el aspecto de las células de amnios humano
infectadas con encefalitis Japonesa B y el de los testigos sanos, vemos que
estos ultimos contindan su desarrollo normalmente a 37 y 35 °C, mien-
tras que los cultivos infectados quedan casi totalmente destruidos.
A 39 y 20 °C, las células infectadas y los testigos degeneran de forma
similar. A 28 °C, la diferencia que existe es muy pequeiia.

Influencia de diversos medios de cultivo

a) Células HeLa infectadas con virus de
encefalitis Japonesa B (cuadro 4)

Con los medios C, D, E y F se produce una rapida degeneracion de
los cultivos y no se encuentra pricticamente virus liberado. El medio A

7
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Cuadro 3. Influencia de diferentes temperat

Grados 1 dia 2 dias 3 dias 4 dias 6 dias 7 dia
centi- Virus ;
grados Ra l Ac | Ra | Ac | Bu | Ac | Ra | Ac | Bm | Ac | Ra
B 0 0 0 + c
39 EJ 0 0 0 2
Testigo 0 0 0 0 0
37 EJB 0 0 0 0 1 0 0 0o 1
Testigo 0 0 0 0 0
a5 EJB 0 0 0 0 0 0 o 1
Testigo 0 0 (U 0 0
o8 EJB 0 0 0 + + + 0 +
Testigo -0 : ] 0 0 0
20 EJB Y 0 + +++ 2 +++ +++ 0 +
Testigo. 0 0 +++ +4+ + + -+ ++
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we la infeccion de células AH con EJB
8 dias 9 dias 10 dias 11 dias 13 dias 14 dias 15 dias
™ A. Ru A. Rm Ae R A R A R Ae R Ae
! + + + 8 +4+ 4 44+

++ ++ ++ +++ +++

++ ++ 1 4+ ++ 4 +4+ ++ 3 4+

0 0 0 0 0 0 0

++ 0 +4++

0 0 0

++ ++ ++ ++ 0 ++ ++ 0 +++

+ + + + + + +

++++ 0 44+

++++

++++
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Cuadro 4. Influencia de diferentes medios de cult

‘ 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias 6 dias
Medios Virus
R A, Ru Ac R A Rn A, Ru .
Manteni- E[B 0 0o 0 + 4 2 4.
miento Testigo 0 0 0 0
EJB + 0 + ++ 4 ++++
A Testigo 0 + + +++ +-
E[B + + 0 + 1 ++ 3 +
B [lestigo 0 0 0 0
EJB 0 +4+ 0 +++ 0 +4+++
¢ Testigo 0 0 +++ ++++
EJB +4+ 0 ++ 0 ++++
b Testigo + +++ +++
EJB + 0 ++++
E .
Testigo 0 0 + + +
EJB 0 0 + 1 +4+ 0444+
F Testigo 0 + 4+ + +++ + 4+ +
EJB 0 + + 4 4+ ++ 1+
Vi Testigo 0 0 0 0
EIB 3 0 0 4 + + 2
vil Testigo 0 0 0 0
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rante la adsorcién del virus EJB por células HeLa

7 dias 8 dias 9 dias 10 dias 11 dias 12 dias 13 dias
im A Bm | Ac | Ra | A. Ra | Ac | Bm ’ Ac | Ram A Ra | A.
o+ 4+

0
o+t

s

++ 4 4+ 8 44+ 4 +4+4 3 44+ 4 44+ 4 4t

0 ++

++ 4 4+ 4

0 0 0 0 0 0

11



92 M. del Pilar Vilas

acorta el periodo evolutivo de la infeccién, con una escasa produccién de:
virus. Los medios de mantenimiento y B que determinan un periode
evolutivo medio, no liberan gran cantidad de virus. El medio VII es:
aceptable, tanto por la duracién del cultivo como por la proporcién de:
virus liberado. Finalmente, el medio VI resulta ser el optimo en este
caso, ya que el cultivo llega a tener una duracién de trece dias, con can—
tidad considerable de virus liberado a partir del octavo dia.

A través de los resultados obtenidos de la comparacién de los culti-
vos infectados con los testigos se deduce que en los medios A, C, D, E,.
y F la degeneraciéon de los cultivos infectados es paralela a la de los:
testigos. Con los medios B, VI y VII y de mantenimiento, los testigos per-
manecen inalterados, mientras que las células infectadas degeneran,
coincidiendo su degeneracién con la aparicién en el medio de virus
liberado.

b) Células de amnios humano infectadas
con encefalitis Japonesa B (cuadro 5)

Utilizando el medio de mantenimiento, después de seis dias de la
inoculacién, se empiezan a notar efectos citopaticos en el cultivo y tam—
bién aparecen pequefias cantidades de virus que van aumentando de:
forma progresiva, paralelamente a la degeneracién celular; ambos fend-
menos alcanzan su maximo a los once dias después de la inoculacidn.

Con los medios A, D y F se provoca una degeneracion muy rapida
de las células sin liberarse virus detectable.

Empleando el medio B, no se observan efectos citopdticos muy mar~
cados en los cultivos mantenidos con este medio; a los doce dias después:
dé la inoculacidn, las células presentan un aspecto completamente nor-
mal, y a los trece dias, empiezan a aparecer muy lentamente los sintomas:
de infeccién y los cultivos no degeneran hasta los dias 19, 20 y 21; em
este ultimo dia es completa la destruccién de las células. De los datos:
obtenidos referentes a la liberacién de virus, deducimos que existen can-
tidades variables de virus en el medio a partir del segundo dia, siempre:
en considerable proporcién. Entre el cuarto y el séptimo dia hay um
lapso en el que no se encuentra virus libre.

Con el medio C, la cantidad de virus liberado durante el tiempo de:
la infeccién celular no es muy significativa. Los efectos citopaticos em-
piezan a aparecer después de siete dias, continuando estacionarios hasta

12



Cuadro 5. Influencia de diferentes medios de cultivo sobre la infeccion de células AH con EJB

2 dias 3 dias 4 dias 5 dias I 6 dias 7 dias 8 dias ] 9 dias 10 dias 11 dias 12 dias 138 dfas 14 dias 15 dias 16 dias 17 dias 18 dias ’ 19 dias 20 dias 21 dias
Medios Virus |
Rm l A. Rm A. R Ac | Rm l A. Rm A. ‘ B l A R l Ac | Rm ‘ A Rm Ac Rn A Rn ‘ A l Rm A. Rm A. Rn A. Rm A | Rm t A R A. ] Rm A. Ram A Rm A.
Manteni- EJB 0 0 0 0 1 0 + 1 + ++ 8 ++ 3 +++ 4 ++++
miento Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
++
EJB + +++ 0 L
A ++
Testigo + ++
. EJB o 3 0 0 0 0 o o0 0 38 0 0 4 0 0 0 38 + + 8 o+ + 8 4+ 4 4 ++ 8 ++ 4 T
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +0+
c EJB 0 0o o0 o 0o 0 o0 o0 0 0 0 o 0o o0 1 o0 0 0 o 4+ + 4+ + 4+ ++ 4 11
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
++
b EJB 0 0 + o Iy
Testigo + + 4+ T+
g ++
++
E EJB 0 0 0 0 0 2 0 ++ 1 4+ ++ 0 ++ ++ 1 44
Testigo 0 0 0 0 0 0 + + + 4
: ++
e E]B 0 0 0 + o IT
. ++
Testigo + + + ++ + o+
VI EJB 0 0 1 0 0 0 0 1 + + 8 4+ 4 +4+ 4 44+
Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ++ ++ ++ ++ + -
EJB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 1 0 0 2 0 + 1 + T+
Vil Testigo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o 3 t+
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el dia 12, que es cuando los ultimos restos del epitelio celular se han
destruido.

Con la utilizacion del medio VI, la liberacién del virus y la aparicién
de efectos citopaticos son simultdneos; desde el séptimo dia después
de la inoculacion, la proporcién de virus aumenta mds rdpidamente los
dias 10 y 11, resultando entonces letal para todos los ratones inoculados.

Si empleamos el medio VII, no aparecen efectos citopdticos en el
cultivo hasta el dia 14; este dia y el 15 los hay muy ligeros, mientras que
el dia 16 hay un desprendimiento total del epitelio celular.

La proporcién del virus liberado durante este periodo es muy variable,
aunque no es nunca suficiente para causar la muerte de todos los
ratones. ‘

En el cuadro 5 estdn resumidos los resultados obtenidos de la com-
paracién de las células infectadas con los testigos y vemos que con los
medios A, D y F, la destruccion de los cultivos infectados es paralela
a la de los testigos. Con los medios B, C, VI y VII y mantenimiento
existe una gran diferencia entre ambos, ya que mientras que los testigos.
no muestran alteraciones, las células infectadas si tienen efectos citopa-
ticos. Con el medio E, los testigos presentan sintomas de degeneracién,
aunque mucho menos intensos que los que aparecen en los cultivos
infectados.

Influencia de varios pH sobre la infeccion celular
a) Células Hel.a infectadas con encefalitis Japonesa B

La apariciéon de los efectos citopaticos y su intensidad es bastante
similar en los cultivos sometidos a los pH 6, 7 y 8. Este tltimo lleva con-
sigo una reduccién del periodo evolutivo de la infeccion y una mayor
proporcion de virus liberado (cuadro 6).

También observamos que los testigos no infectados permanecen prac-
ticamente inalterados a los pH 6 y 7, mientras que los cultivos infectados
empiezan a mostrar sintomas de degeneracién desde el primer dia; ef
pH 8 es desfavorable y, por tanto, ambos cultivos, el infectado y el
testigo, presentan sintomas degenerativos, aunque muy ligeramente menos
marcados en los testigos.

13
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Cuadro 6. Influencia de diferentes pH durante la adsorcion del virus E]B por células HeLa

1 dia 2 dias 3 dias 4 dias 6 dias 7 dias 8 dias
pH Virus
Ru l A 1 Rm A Bu A. Bu Ac Ru A B A Rm A
6 EJB + 0 + -+ +4+4+ 2 +4++ +4++ 3 ++++
Testigo 0 0 0 0 0 + +
. EJB + 0 ++ +4 0 4+++ 2 4+ +++ 2 ++++
Testigo 0 0 0 0 0 0 0
g EIB 0 0 ++ +4++ 3 +++ 4 ++++
Testigo 0 0 + + + ++ ++ + +

v6
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b) Células de amnios humano infectadas con encefalitis Japonesa B

Como ya se ha mencionado en anteriores experimentos, las células
de amnios humano han resultado mds resistentes a la infeccion y a los
diversos pH probados. A pH 6 y 7, los cultivos muestran sintomas
de infeccidn cinco dias después de la inoculacidn y se encuentran can-
tidades variables de virus desde este mismo dia, siendo la mdxima a
pH 6. A pH 8, el cultivo se destruye mas rapidamente y la produccion
de virus es similar a la del pH precedente (cuadro 7).

Los testigos sometidos a los pH 6 y 7 evolucionan normalmente,
mientras que a pH 8 presentan sintomas de degeneracion.

DISCUSION

Al realizar el estudio de la termorresistencia del virus, se deduce que
su sensibilidad a la mayoria de las temperaturas estudiadas (39, 37,
35 °C) es elevada, desapareciendo el virus a las veinticuatro horas; a
28 y 20 °C, el virus es mas resistente a la inactivacién, siendo su dura-
cién de mas de cuarenta y ocho horas a la Gltima temperatura. Como
ya se ha determinado en el curso de un trabajo precedente, el comporta-
miento de los virus de las encefalitis de San Luis y Japonesa B es simi-
lar a las mismas temperaturas, aunque el segundo es en general mas
termorresistente.

Observando la influencia de la temperatura sobre el cultivo en células
del virus EJB, Rohitayodhin y Hammon (5 y 6) han encontrado que
cultivando la misma estirpe de virus que nosotros, a 30 °C, los efectos
citopdticos aparecen mas tarde y tienen una evolucion mas lenta; cuando
empiezan esos efectos, aparecen altos titulos de virus. Y también que el
virus cultivado en células de rifién de hamster durante 20 pases a 24 °C,
pierde poder infectivo y virulencia para el ratén inoculado por via sub-
cutdnea.

Nosotros hemos determinado con una cierta escala de temperaturas
que la influencia de la temperatura sobre el complejo virus-célula es
evidente.

La mayor proporcion en la liberacién del virus en el medio se obtiene
cuando se cultiva el virus en células Hel.a a 37 y 28 °C; esta produc-
cién es menor a 35 y 39 °C (lo cual indica que las condiciones son menos
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Cuadro 7. Influencia de diferentes pH durar

I 1 dia 2 dias 3 dias I 4 dias 5 dias l 6 dias
pH Virus |
i Ru A Ru Ac | Ra A l Rm Ac Rm A l R ' 1
6- EJB 0 0 0 0 0 + 3
Testigo 0 0 0 0 0 !
7 EIB 0 0 2 0 0 + 2
Testigo 0 0 0 0 0 [
8 E]JB 0 0 2 0 0 0 1
Testigo 0 0 0 0 0 [
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tiempo de adsorcion del virus EJB por células AH

7 dias 8 dias 9 dias 10 dias 11 dias 12 dias 13 dias 14 dias

im A. R A Rm A. Rm A. Rm A. R A. Rm A. Rm A.
+ 0 4+ +4+ 1 44+ 444+ 4 ++++
0 0 0 0 0 0o
+ 0 0 ++ 4+ 1 4+ 4+
0 0 0 0 0 0 0 0
+ 2 +++ +++ 8 44+ ‘
0 0. + +

17
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favorables para la proliferacion del virus), y no existe a 20 °C. Cuando
se cultiva en células de amnios humano, los resultados son algo dife-
rentes de los obtenidos en células HeLa; la temperatura mds favorable
es 37 °C, seguida por 39 y 35 °C; y encontramos una ligera proliferacién
del virus a 20 °C.

Como ya se ha mencionado en un trabajo anterior (7), la tempe-
ratura de 39 °C altera las células muy ridpidamente, a pesar de lo cual
hay una liberacién detectable de virus; las células de amnios humano
toleran mejor esta temperatura desfavorable. La diferencia entre el
comportamiento de las diversas clases de células utilizadas parece indi-
car que la temperatura actiia principalmente sobre el substrato celular,
influyendo en €l y modificando el proceso de sintesis del virus.

Comparando los resultados obtenidos en el trabajo ya citado (7), lle-
vado a cabo con encefalitis de San Luis en las mismas condiciones, com-
probamos que el virus de la encefalitis Japonesa B tiene mayor virulen-
cia que aquél.

Los diferentes medios de cultivo tienen naturalmente una gran in-
fluencia sobre el complejo virus-célula. Los resultados obtenidos para
el virus EJB son bastante parecidos a los obtenidos en el caso del vi-
rus ESL cultivado en los mismos tipos de células. Teniendo en cuenta
la liberacion de virus EJB, resulta favorable el medio VI (con una
pequeiia proporcién de suero, 1 por ciento), pero conteniendo albiimina
bovina; es también bastante conveniente el medio VII, que contiene
una considerable proporcién de suero (10 por ciento) y extracto de
levadura. Este hecho prueba que la albiimina bovina y el extracto de
levadura afiadidos al medio, aportan a las células factores favorables
para la sintesis del virus.

Las células de amnios humano se comportan de forma diferente a las
HeLa; con los medios de mantenimiento y B inducen a una larga evo-
lucidn de la infeccion celular que no es ficilmente explicable, asi como
mas elevadas cantidades de virus.

Hay cienta analogia entre los resultados obtenidos con los me-
dios VI y VII para el virus EJB, comparandolos con los procedentes del
experimento llevado a cabo con el virus ESL (7) cultivado en células
de amnios humano; no obstante, con el medio VII, el periodo evolutivo
de la infeccién es excepcionalmente largo.

Con los diferentes pH utilizados durante la adsorcién del virus por
las células, los resultados son similares con ambos tipos de ellas, siem-
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pre con el ya observado retraso en el caso de las de amnios humano.
Comparando con los resultados obtenidos anteriormente con el virus
ESL, encontramos que el pH 8 es m4s favorable para el virus de la E]B
que para aquél.

RESUMEN

Resulta més virulento el virus EJB cuando se cultiva en células
HeLa que en las de amnios humano, ya que en éstas parece que encuen-

tra una mayor resistencia y el periodo evolutivo de la mfeccmn es gene-
ralmente mas largo.

La asomacwn del suero y albtimina bovina en el med10 es la mas
favorable para la multiplicacién de este virus.

Los medios sin suero ejercen los mismos efectos sobre el virus tanto
si se cultiva en células HeLa como. en amnios humano; los restantes
medios observamos que ejercen una influencia semejante a la encon-
trada en el easo de la encefalitis de San Luis (7); siendo extraordinaria-
mente largo el periodo evolutivo de la infeccién obtenido con el medio
que contiene suero y extracto de levadura. El medio VII con suero y
extracto de levadura es menos efectivo que el B y el de mantenimiento,
los cuales tienen cantidades diferentes de suero, pero carecen de extracto
de levadura.

Para determinar la influencia que tiene el pH sobre la adsorcxon del
virus por las células se han probado los pH 6, 7 y 8, con el resultado
de que la adsorcion a pH 8 es la mds favorable para este virus.

Para el virus de la encefalitis Japonesa B cultivado en células HeLa,
son mas favorables las temperaturas de 37 y 28 °C, el medio que contiene
la asociacién de suero y albiimina bovina (medio VI) y la adsorcion
a pH 8; cuando se cultiva en células de amnios humano, el éptimo resulta
la temperatura de 37 °C, el medio VI con suero y albumma bovma
y la adsorcmn a pH 8.

Agradecemos a la senonta Mana del Carmen Granados su vahosa
ayuda técnica en la realizacion de este trabajo.
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SUMMARY

‘With respect to the proliferation of Japanese B encephalitis virus,
most favourable temperatures are 37 °C and 28 °C in HeLa cells and
87 °C in Human Amnion.

JBE virus is most virulent when cultivated in HeLa cells; when
cultivated in Human Amnion cells, it encounters a greater resistence,
the evolutive periode of the infection being generally longer.

Association of serum with bovine albumin is highly favourable for
JBE virus.

Media without serum have the same effects upon JBE virus cultivated
in HA cells as if cultivated in HeLa. The remaining media have the
same influence as in the case of St. Louis encephalitis in Human Amnion;
attention is to be called on the extraordinarily long evolutive period
of the infection in the medium containing serum-yeast extract. Me-
dium VII is less effective than B and maintenance. \

'With a view to determining the influence of the pH upon adsorption
of virus on cells, we have tested pH 6, 7, 8, with the result that pH 8
is most favourable for JBE virus.

JBE virus cultivated in HeLa cells is favoured by temperatures of
37 °C or 28 °C, medium containing the association serum-bovine albumm
(medium VI) and pH 8. v

Optimun for JBE virus cultivated in HA cells are temperature of
87 °C, medium VI and pH 8. :
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INTRODUCCION

Hauduroy (8) llama la atencidn de los investigadores sobre la posible
existencia en distintos seres vivos, tanto animales como vegetales, de
ciertos virus, sin que la presencia de éstos provoque ninguna reaccién
aparente en el huésped; y da a estos virus el nombre de virus latentes
(virus endormis).

Quiza uno de los mas interesantes descubrimientos realizados en
los ultimos afios, desde que se ha extendido el uso del cultivo de células
epiteliales obtenidas por tripsinizacién del rifion del mono, ha sido el
hallazgo de numerosos virus en cultivos realizados a partir de érganos
de animales aparentemente sanos; la presencia de estos virus se ha
observado debido a que los cultivos presentaban efectos citopaticos
caracteristicos de infeccién por virus.

Mis tarde, diversos autores han observado que cultivos de células in-
fectadas experimentalmente por virus no presentaban efectos citopaticos,
manteniéndose aparentemente normales durante ciertos periodos de tiem-

(*) Este trabajo forma parte de la tesis doctoral de la autora y ha sido rea-
lizado, en unién de otros varios, mediante una Ayuda (FG-Sp-122) del Ministerio
de Agricultura de Estados Unidos.

Micrebiol. Espoii., 18 (1965*, 101. b
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po, aunque se demuestra la existencia de una infeccion en el interior de
las células.

Nosotros hemos observado un fenémeno en anteriores trabajos, que
consiste en la aparicion de células que se mantienen aparentemente nor-
males en cultivos infectados por los virus de la encefalitis de San Luis y
y Japonesa B, pero que mantienen y transmiten la infeccién. Dicho fens-
meno se ha observado en células Hel.a y de amnios humano. Hemos
abordado su estudio y los primeros resultados obtenidos se presentan en
este trabajo.

MATERIAL Y METODOS
Virus

Cepa Webster, de la encefalitis de San Luis (ESL), y cepa Nakayama,
de la encefalitis Japonesa B (E]B).

Células
Cepas HeL.a y de amnios humano (AH) (*).
Animales

" Ratones blancos jévenes, de 18-22 g. Se inoculan por via intracere-
bral con 0,03 m! de la suspensién de virus.

Medio de crecimiento

Se emplea el medio I, descrito en un trabajo anterior (17).

Medio de Dulbecco, modificado

Solucion de Earle (10 X), 18 %; solucion de hidrolizado de lacto-
albimina (al 5 por ciento, en earle), 20 %; albiimina bovina (al 10
por ciento, en earle), 2%,; penicilina, 100 U.I./ml; estreptomicina,
100 pg/ml; rojo neutro (al 0,2 por ciento), 2 %; bicarbonato (al 4,4 por
ciento), 10 %; agua bidestilada, hasta 100 ml.

En el momento de su utilizacién, se mezcla este medio a voliimenes
iguales con agar noble de Difco al 3 por ciento y fundido a una tem-
peratura que no debe ser superior a los 43 °C, cuando se vaya a echar
sobre el cultivo.

(*) Suministadas por Italdiagnostic (Roma).
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Método de las placas de Dulbecco, modificado

En este método se utilizan para el cultivo de las células matraces
de Erlenmeyer de vidrio pyrex de 100 ml de capacidad y que tengan el
fondo lo mas plano posible.

Se hace la siembra de las células en los matraces y afiadiendo el
medio de crecimiento se colocan a 37 °C, hasta que se haya formado el
epitelio celular continuo; entonces se hace la inoculacién del virus, dejdn-
dolo el tiempo de adsorcion necesario, con un adecuado margen de segu-
ridad, segtin la cepa de virus. Una vez adsorbido el virus, se elimina el
sobrante lavando con solucion de Hanks tres veces y se afiaden 5 ml
del medio de Dulbecco modificado para placas, a una temperatura de
43 °C, pero sin sobrepasarlos, para que forme una capa sélida sobre las
células; los matraces se colocan sobre una superficie fria, a cubierto de
la luz, para evitar la alteracién del rojo neutro que entra en la compo-
sicion del medio; una vez que el agar esta solidificado, se llevan los
matraces a la estufa a 37 °C, colocdndolos en unas bandejis especiales
en las que quedan en posicién invertida, con la base hacia arriba.

Persistencia de la infeccion celular

Frascos con cultivo en epitelio continuo, de las cepas de células, se
inoculan respectivamente con los virus a experimentar, afiadiendo medio
de crecimiento igual para las dos cepas.

Las células supervivientes a la infeccion han seguido multiplican-
dose normalmente, igual que las células no inoculadas.

Se han ido recogiendo muestras del medio de cultivo y se han inocu-
lado intracerebralmente a ratones, para determinar en qué periodos de
tiempo existia virus libre en el medio y establecer la relacion entre el
aspecto del cultivo celular y la liberacion de virus. Cuando los frascos
del cultivo estan con las células formando una capa continua, tripsi-
nizan éstas y se distribuyen en otros frascos, continudndose su cultivo.

Experimento sobre persistencia mediante el método de
Dulbecco, modificado

Células de las dos cepas, procedentes del experimento de persisten-
cia, es decir, infectadas, pero con apariencia normal mantenida, se han
cultivado en matraces de Erlenmeyer de fondo plano, con medio de cre-
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cimiento; cuando ya se ha formado la capa monocelular continua, se
retira el medio de crecimiento y se afiade en su lugar medio de Dul-
becco modificado, a una temperatura no superior a 43 °C y en sufi-
ciente cantidad para que cubra el cultivo.

Cuando el medio se ha solidificado, se colocan a 37 °C y se observa
diariamente la evolucion del cultivo.

Exactamente igual se hace con un testigo de células sanas de las dos
cepas, para que sirva de comparacion.

RESULTADOS

Se resumen los datos obtenidos (véanse cuadros 1-2) de la observa-
cién durante seis meses del fenémeno de la persistencia de la infeccién
en células HeLa infectadas con los dos virus; y durante un periodo de

Cuadro 1. Persistencia de la infeccion celular con ESL

Células HeLa Células AH
Dias de intervalo Dias de intervalo
entre dos fechas De 4 ratones, entre dos fechas De 4 ratones,
inmediatas muertos inmediatas muertos
33 17 0
31 43 2
8 3
10 1
R 5 3
7 4
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Cuadro 2. Persistencia de la infeccion celular con E]B

v Células HeLa

Células AH

Dias de intervalo
entre dos fechas

De 4 ratones,

Dias de intervalo

entre dos fechas De 4 ratones,

inmediatas muertos inmediatas muertos
33 1 59 1
31 0 8 0
4 2 10 0
34 0
3 0
-5 0
-4 1
6 2
2 0
2 0
2 1
1 0
1 1
7 0
1 2
12 0
2 3
4 2
2 4
3 2

Cuadro 3. Persistencia de la infeccion celular, en matraces de Erlenmeyer

Células HeLa Células AH
Dias ESL EJB ! " Testigo ESL ' EJB ’ Testigo.
T D| T D’,T.{D T VDI T D’ T | D
0 0o 0 0 0 0 o0 0 0 0 0 0 o
1 44+ 0 ++: 0 0 O 0 0 0 0 0 0
2. 4++4+ 1 +4+4+ 1 0 0 + 0 0 0 0 0
8 444+ 2 +++ 2 4+ 1 + 0 + 0 0 0
4 +4+4+ 2 +4++ 2 + 1 + 0 + 1 + 0
5 : +4+ 1 ++ 2 + 0
6 ++ 1 + + 2 + 1
7 +4+ 2 +++ 2 o+ 1
8 +++ 2

T = Grados de decoloracién de las células. D = Grados de destruccién de las

células.
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tiempo menor del mismo fenémeno, en células de amnios humanos infec-
tadas con los mismos virus. ' ,

Hay periodos de tiempo en los que aparece virus liberado en el
medio en cantidad suficiente para causar la muerte a la totalidad de los
ratones inoculados, mientras que existen otros periodos en los que no
es posible detectar virus en el medio de cultivo.

La aparicién de virus en el medio coincide normalmente con altera-
ciones del cultivo celular, como son retraso en la multiplicacién celular
y efectos citopaticos que afectan a mayor o menor cantidad de células,
quedando siempre un cierto niimero de €éstas con aspecto normal y que
contintian su multiplicacién sin alteraciones visibles, volviéndose a re-
cuperar la apariencia normal del cultivo durante un nuevo periodo de
tiempo.

Es muy dificil poder obtener placas aisladas, debido a que las célu-
las infectadas estin muy difundidas en el cultivo de persistencia, sin
embargo, se observa (cuadro 3) una progresiva decoloracién y destruc-
cién de células, lo que indica la presencia y aumento constante de la
cantidad de virus en dichas células.

Observamos que en las células Hela, el comportamiento de los dos
virus es semejante entre si, existiendo una gran diferencia con los testi-
gos, que practicamente conservan su coloracién hasta el final de la
experiencia.

~ En las células de amnios humano sucede lo mismo, pero la evolu-
cién del fenémeno consume un periodo de tiempo doble del anterior.

DISCUSION

La observacién realizada durante los experimentos llevados a cabo
y principalmente durante el cultivo normal de los virus estudiados sobre
las células HeLa y de amnios humano, puso de manifiesto la presencia
constante de cierta cantidad de células que permanecian con su aspecto
y caracteristicas normales, y esto nos llevé a pensar en la existencia de
un fenémeno de latencia o persistencia de virus en células, sin alteracion
de éstas. Este fenémeno, ya conocido, no estd bien determinado en sus
causas.

Ackermann y Kurtz (1) fueron los primeros que observaron este
fenémeno de latencia, persistencia o infeccién cronica en cultivos celu-

6
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lares. En cultivos de células HeLa infectados con virus poliomielitico
encontraron células supervivientes a la infeccién, que no manifestaban
efectos citopaticos y que se multiplicaban aparentemente de forma nor-
mal; Barski (3) también observé la multiplicacién de virus poliomieli-
ticos sin efectos citopaticos generalizados; Kaplan y Melnick (11) de-
muestran la existencia de multiplicacién del virus poliomielitico en célu-
las de rifién de mono capuchino, sin efectos citopdticos aparentes; Gins-
berg (7) indica la presencia del mismo fenémeno al cultivar una cepa
de adenovirus sobre células HeLa mantenidas con un medio de creci-
miento muy rico en suero (40 por ciento), dando como posible causa
la influencia de éste, que produce una gran vigorizacién de las células,
aumentando su metabolismo y estableciendo una competiciéon que pre-
domina sobre la sintesis del virus.

Vogt y Dulbecco (18), cultivando virus poliomieliticos en células
Hel.a han obtenido células resistentes a la infeccién, que no las destruye,
utilizando un medio de cultivo con antisuero especifico; en ausencia
de este suero, reaparece la accién del virus sobre las células, provocando
efectos citopaticos, siendo por tanto este fendmeno causado por la accion
de los anticuerpos especificos.

Puck y Cieciura (15) han puesto de manifiesto una infeccion inadver-
tida en el mismo tipo de células citado, inoculadas con el virus de la
enfermedad de Newcastle, demostrando que se debe a un estado de
portador durante el cual las células presentan un aspecto semejante a las
células infectadas. : .

Chambers (5) da a conocer la existencia de una prolongada produc-
cion de virus en cultivos de células de la cepa L inoculados con virus
de la encefalitis equina Oeste, determinando que el aumento de la dege-
neracién celular inicial estd en razén inversa de la concentracion del
virus inoculado; que los cultivos portadores son resistentes a una reino-
culacién con virus homdlogo, y que el estado de portador se pierde des-
pués de un tratamiento de las células en dicho estado mediante suero
especifico antiencefalitico, recuperando entonces estas células su sen-
sibilidad a la nueva inoculacién con el virus, ,

Henle y colaboradores (10) encontraron este fenémeno de infeccion
persistente en los virus de la parotiditis y de la enfermedad de Newcas-
tle, cultivados en varios tipos de células, pudiendo mantener este estado
indefinidamente sin necesidad de antisuero especifico.

Posteriormente, Henle y colaboradores (11) ponen de manifiesto la

7
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existencia de una infeccién persistente de virus del polioma en cultivos
de células de Earle, L. Dicha infeccion se manifiesta periédicamente en
mayor o menor grado por sus efectos citopaticos. La adicion de suero
antipolioma consigue curar las células después de algunos meses de tra-
tamiento continuo. No se encuentra interferon.

Beasley y colaboradores (4) describen la existencia de este fenéme-
no de persistencia en el virus del dengue sobre células KB, determinando
que cuando se mantiene durante mucho tiempo este estado de porta-
dor, el virus experimenta modificaciones, disminuyendo su virulencia
para ratones.

. "Mayer (12), estudiando el cultivo del virus de la encefalitis transmi-
tida por garrapatas, sobre células HeLa, obtiene el resultado de que sélo
una parte de las células es afectada por efectos citopaticos; el mismo
autor, en otro trabajo (13), indica que los efectos citopaticos pueden
acentuarse por adaptacién y seleccién de las particulas viricas de los cul-
tivos celulares v que en ellos influyen la sensibilidad celular y los mé-
todos de cultivo empleados; y en otro trabajo posterior (14) expone que
cultivando el mismo virus en una cepa de células de epitelio humano
(AM-57), se observa también el fenémeno de persistencia con las carac-
teristicas de escasa liberacién de virus y multiplicacién celular lenta, y
determina que en el establecimiento de la infeccién persistente no influ-
ye significativamente la multiplicidad de la infeccién, ni la presen01a
de anticuerpos neutralizantes.

Schramek y colaboradores (16), cultivando una cepa de amnios huma-
no infectada con el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas
obtienen una infeccion persistente de dichas células, que se manifiesta
por la continua liberacién de virus al medio de cultivo, acompafiada por
un retraso de la multiplicacién celular, dando como explicacion la pro-
duccién en el cultivo de una sustancia del tipo del interferén.

- ‘Andjaparizde v colaboradores (2) registran la existencia de esta in-
feccién crénica latente en células de las cepas HeLa y Hep-2, caracte-
rizdndose por la ausencia de degeneracién celular especifica y presencia
permanente de virus en las células y medio de cultivo; las células
infectadas crénicamente difieren de las sanas en la actividad de multi-
plicacién reducida, depresién de actividad metabdlica y alteracion de
algunas caracteristicas de crecimiento de las células sobre el vidrio; en
otro trabajo posterior determina como necesario el suero para la exis-
tencia de este fenémeno, ya que si a las células infectadas cronicamente
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se les afiade medio desprovisto de suero, no liberan virus y si lo hacen
cuando nuevamente se aflade; asimismo, indican que el virus liberado
por las células que sufren el citado fenémeno, posee algunas caracte-
risticas diferentes a las del original, como son: actividad reducida para
el ratén inoculado por via periférica y aumento de su actividad destruc-
tiva para los cultivos celulares.

Daniel y Chany (6) enumeran algunas hipétesis para explicar el fe-
nomeno: una de ellas se funda en la seleccién de células resistentes al
efecto citopatico; otra, en la produccién de particulas de virus incom-
pleto que interferiria con las particulas de virus completo; otra, fundada
en la existencia de inhibidores que actian sobre la multiplicacién del
virus, de tipo extracelular (suero, medios nutritivos, pH, etc.) o intra-
celulares (interferon). Segln estos mismos autores, las células podian
infectarse mutuamente, o bien tnicamente se transmite la infeccién de
las células madres a las hijas. De los experimentos por ellos realizados
deducen que el virus se encuentra indefinidamente en la célula y ésta
lo transmite a las células hijas; como asimismo que la existencia de
suero inmune no disminuye la capacidad de las células para producir
virus. ,

Por nuestra parte hemos observado cierta periodicidad en el compor-
tamiento de dichas células, que del estado normal aparente pasan a un
estado anormal, presentando retardo en la multiplicacion celular y a
veces pronunciados efectos citopiticos mds o menos difundidos y libe-
racién de virus en cantidad elevada, volviendo mas tarde a su estado
normal. Esto, en primer lugar, nos hace pensar en un fenémen ciclico
del virus, de las células o de ambos, por una parte o por la accién de
algiin factor externo que acttie sobre las células o el complejo virus + cé-
lula. Como es natural, determinar la existencia del factor (o factores)
que provocan el fendmeno es un problema dificil de resolver. Se hallan
en curso experimentos con los cuales intentamos resolver o aclarar algu-
nos puntos sobre estas cuestiones, sin olvidar la posible accién del
interferdn. ' R

Teniendo en cuenta que por medio de la técnica de las placas de Dul-
becco podriamos confirmar la existencia de células infectadas, aunque de
aspecto normal, v su posterior evolucidn, realizamos un experimento que
demuestra que las células, en su mayor parte vivas y normales, van per-
diendo el colorante vital afiadido a medida que pasa el tiempo, produ-
ciéndose zonas decoloradas cada vez mds grandes debidas a la extension

9
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de la infeccion y su manifestacién externa. La evolucidn sigue las lineas
conocidas de mayor resistencia en las células de amnios humano, siendo
bastante semejante para los dos virus dentro de cada especie celular.

De los datos mencionados en este trabajo, Gnicamente podemos
deducir que el fenémeno de persistencia de la infeccién existe en las
células HeLa y de amnios humano infectadas con estos virus.

RESUMEN

Hemos observado en los cultivos de células HeLa y de amnios huma-
no infectadas con virus de la encefalitis de San Luis y Japonesa B, res-
pectivamente, la existencia del fenémeno de latencia, persistencia o
infeccion crénica, determindndose la existencia de periodos en los que
las células aparentemente normales producen virus y muestran carac-
teristicas de infeccién, y otros periodos en los que las células se com-
portan como células sanas y normales.

Agradecemos a la sefiorita Maria Luisa Rodriguez su valiosa ayuda
técnica en la realizacidn de este trabajo.

SUMMARY

In HeLa and Human Amnion cells infected with St. Louis encepha-
litis virus and Japanese B encephalitis virus, we have remarked the exis-
tence of the phenomenum of latency, persistence or chronic infection;
we have ascertained the existence of periods when apparently normal
cells produce virus and show symptoms of infection and another periods
when cells behave as health and normal ones.
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INTRODUCCION

Continuando en el presente trabajo con el estudio de la accidén que
ejercen distintas radiaciones sobre el Aerobacter aerogenes (1 y 10),
hemos estudiado la producciéon de modificaciones en la curva de creci-
miento del microorganismo irradiado con luz ultravioleta distinto
ntimero de veces, comparando la curva obtenida con la del microorga-
nismo testigo. Simultdneamente, se determiné el consumo de glucosa
(tinica fuente de carbono del substrato) en las distintas fases de la curva
de crecimiento de los microorganismos irradiados, asi como también el
consumo del A. aerogenes no sometido a la irradiacion.

Durante todas las experiencias se efectué el estudioo citolégico com-
parativo de los microorganismos testigos y de los irradiados.

MATERIALES Y METODOS

El microorganismo utilizado fue el Aerobacter aerogenes. Como medio
de cultivo se empled el M 9 Kelner (3), que es un medio mineral bésico,
cuya tnica fuente de carbono es la glucosa y su fuente de nitrégeno es
el amonio.

Para la irradiacién ultravioleta se empleé un tubo de la «General

Microbiol. Espaii. 18 (1965), 113. 1



114 L. C. Verna, Teresa S. de Daurat y M.* Eugenia Grela

Electric», de 15 W, que emite una longitud de onda de 2.539 &.

La intensidad de las radiaciones ultravioletas emitidas por el tubo
se midié con un aparato Westinghouse, con un fototubo WL 775.

Para la valoracion de la glucosa se utilizé el método de Somogy
(7y8).

La irradiacién se efectud en las mismas condiciones que en nuestros
citados trabajos, sometiendo a los microorganismos suspendidos en solu-
cion tamponada, a la accién de la luz ultravioleta, con una energia de
40.000 a 50.000 erg. cm?/s, que mata mas del 99 por ciento de las céluias
asi tratadas.

Los cultivos, en M 9, con 6-8 X 10°® microorganismos/ml, diluidos
a 1072 en solucién tampodn de fosfatos, a un pH de 7,2, se sometieron,
en capsula de Petri, a la accién de las radiaciones ultravioletas, agitando
durante cincuenta segundos a una distancia de 30 cm del tubo. En estas
condiciones, los microorganismos reciben de 40.000 a 50.000 erg. cm?/s,
intensidad suficiente para matar mas del 99 por ciento de las células
sometidas a su accion.

Las células sobrevivientes se sembraron en M 9 (0,10 del liquido irra-
diado) en 10 ml de medio; este cultivo de veinte horas, resultante de la
multiplicacién de los sobrevivientes a la irradiacién, se sometid, en las
mismas condiciones, a la accién de las radiaciones ultravioletas, y asi
sucesivamente hasta conseguir los cultivos que denominamos 1, 8 y 12
y que corresponden:

1: cultivo normal testigo, sin ser sometido a irradiacidn.
8: cultivo de A. aerogenes, sometido 8 veces a irradiacidn.
12: cultivo de A. aerogenes, sometido 12 veces a irradiacidn.’

Estos cultivos, 1, 8 y 12, se sembraron en matraces conteniendo
250 ml de medio M 9. Se determiné durante dos meses la curva de cre-
cimiento a 37 °C, por siembra de diluciones apropiadas, en cépsulas
de Petri con caldo -+ agar; se efectud el recuento de colonias correspon-
dientes a unidades viables, después de cuarenta y ocho horas de incu-
bacion.

Los recuentos se efectuaron simultineamente en los tres cultivos a
las 0, 2, 4, 8, 10, 12, 18, 24, 36, 48, 72 y 96 h; 7 y 15 dias, 1 y 2 meses.

En los mismos tiempos se determind la glucosa en los cultivos nor-
males testigos y en los irradiados, hasta llegar a la utilizacién total del
azicar.
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Estudio citoldgico

De una suspension bastante densa de microorganismos, se toman
0,10 ml, que se extienden con espitula de Drigalsky sobre medio
agar + cerebro -+ corazén (Difco). Se lleva a estufa a 37 °C, y a las
dos horas de incubacidn, es decir, al final del periodo de aclimatacién
y al iniciar la fase logaritmica, se procede a realizar las preparaciones
por impresion.

Con bisturi estéril se cortan del medio de cultivo cuadrados de 1 cm
de lado, los que, asépticamente, se colocan sobre portaobjetos, con la
superficie del desarrollo hacia arriba. Luego, con cuidado de que no
haya deslizamientos, se aplica sobre dicha superficie otro porta o cubre-
objetos, en forma tal que la mayor parte de las bacterias quede adherida
al cubre o portaobjetos aplicado; se dejan secar al aire, se fijan y se
colorean, previa hidrélisis.

Empleamos la técnica de Piekarski-Robinow (4-6 y 9). La hidrdlisis
del 4cido ribonucleico se llevé a cabo con CIH N, y procedimos de la
siguiente forma: las impresiones en porta o cubreobjetos se someten en
un recipiente cerrado, durante tres minutos, a vaporés de una solucién
de acido ésmico al 2 por ciento (con este fijador hay que tomar precau-
ciones por lo nocivo que es para la vista). Los preparados, ain himedos,
se sumergen en alcohol de 70°, donde pueden permanecer todo el tiem-
po que se désee, sin ninglin inconveniente; cuando se desea colorearlos,
se retiran del alcohol, se lavan con cuidado con agua destilada y se
efecttia la hidrélisis con CIH N durante diez-veinte minutos, a una tem-
peratura de 60 °C. Luego, los preparados se lavan suavemente con agua
y se colorean con solucion de Giemsa diluida (1 gota del colorante/ml de
agua) durante veinte minutos; o bien con fucsina bésica al 0,05 por
ciento durante treinta segundos, filtrando previamente la solucion. Se
lavan las preparaciones y se observan con objetivo de inmersion.

También efectuamos la hidrélisis del 4cido ribonucleico con ribo-
nucleasa, segiin Tulasne y Wendrely (11). Como el 4cido ésmico como
fijador, se elimina mal durante el lavado previo a la hidrélisis e inhibe
la accién enzimatica, para evitar este inconveniente, se emplean fija-
dores a base de formol. El elegido en nuestro trabajo es el de Chabaud:
alcohol de 80°, 600 ml; 4cido fénice, 150 ml; formol al 40 %, 50 ml;
4cido acético, 20 ml.

El fijador se hace actuar durante diez minutos; para eliminar el
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fijador los preparados se lavan cuidadosamente con agua y a continua-
cién se someten a la accién de una solucion al 1 por ciento de ribo-
nucleasa (*).

La enzima se hizo actuar a 60 °C durante tiempos de quince
a sesenta minutos. Para nuestra enzima hemos obtenido los mejores
preparados con el tiempo de cuarenta minutos. La temperatura, los
tiempos de accién y la concentracion de la enzima deben ser previa-
mente establecidos para cada especie microbiana, y de acuerdo con la
enzima empleada.

Una vez hidrolizado el ARN por la enzima, se lavan con cuidado las
preparaciones y se colorean con solucion de Giemsa o de fucsina, come
en la técnica anterior; se observan y se obtienen las fotomicrografias
correspondientes.

RESULTADOS

En la figura 1 se observan las curvas de crecimiento de los cultivos
1,8y 12

En las figuras 2-4 se presentan las curvas de crecimiento y de consu-
mo de glucosa de los cultivos 1, 8 y 12. En las ordenadas se especifican
los tiempos de los cultivos y en las abcisas el logaritmo del nimero de
microorganismos y los miligramos de glucosa del medio/ml.

Las figuras 5-7 reproducen las fotomicrografias obtenidas de los cul-
tivos 1, 8 y 12, previa hidrélisis 4cida.

En las figuras 8-10 se presentan las fotomicrografias obtenidas de los
cultivos 1, 8 y 12, previa hidrdlisis con ribonucleasa.

DISCUSION

Las curvas de crecimiento de los cultivos 1, 8 y 12 (figura 1) mues-
tran una fase de adaptacién o de latencia, de alrededor de dos horas.
Se nota una modificacion apreciable en la fase exponencial o logarit-
mica, que se traduce en un alargamiento de su duracidén en los cultivos
irradiados, principalmente en el 8, con respecto a la curva normal testigo.

En el cuadro 1 se expresan las diferencias observadas en la fase expo-

(*) La ribonucleasa empleada es de la «Nutritional Biochemicals Corporatian».
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Figura 10. Cultivo 12. Hidrdlisis con ribonucleasa

Figura 9. Cultivo 8. Hidrdlisis con ribonucleasa
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nencial, la duracién de las mismas, el mimero de generaciones y el
tiempo de generacidn, en los cultivos irradiados y en el normal testigo.

Cuadro 1
Duracion .
] de la fase Niémero Tiempo
CulthO exponencial . de generacion
de generaciones
Horas Minutos

1 8 13,50 35
16 15,25 63
12 13 14,00 55

La fase de disminucién del ritmo de crecimiento es también distinta
en los tres cultivos; es mds brusco el paso a la fase estacionaria en el
cultivo 1 (cultivo normal testigo); mds gradual y lento en los irradiados,
en los que se obtiene un tope mayor en el recuento de microorganismos
viables.

Como puede observarse en las figuras 2-4, el consumo de glucosa es
mas gradual y regular en la evolucién del cultivo 1. Se observan saltos
bruscos en el consumo a las doce y veinticuatro horas de los cultivos, los
que, en nuestra experiencia, han resultado perfectamente superponibles
en los cultivos irradiados 8 y 12, pero que no corresponden, como seria
de esperar, a un aumento proporcional en el nimero de microorganismos.

Se llega al agotamiento casi total de la glucosa entre las treinta y
seis y cuarenta y ocho horas de los cultivos.

- Los cultivos se mantuvieron en la fase estacionaria durante los dos
meses que durd esta experiencia, pese al consumo de la fuente de car-
bono del medio. Resulta evidente que los elementos agotados del medio.
e indispensables para que las células crezcan y se reproduzcan, deben
ser suministrados seguramente por moléculas mis complejas, que for-
man parte de las células muertas y que se liberan por desintegracion.

Con respecto al estudio citolégico, debemos decir que no hemos en-
contrado diferencias aparentes en el tamafo, en la morfologia y en la
relacion niicleo : protoplasma, entre las células del cultivo testigo, 1, y las
irradiadas, 8 y 12. tanto en las tratadas por hidrdlisis acida como en las
obtenidas por hidrdlisis enzimatica.
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En todos los preparados nos llama la atencién la presencia de células
que permanecen unidas por restos de protoplasma, a pesar de que son
células con doble niicleo y préximas a dividirse.

La interpretacién que podemos dar a este fenémeno es que las célu-
las han sido sorprendidas en un momento previo a la divisién y sepa-
racion, o bien, siguiendo el pensamiento de Lederberg y de otros inves-
tigadores, creemos que las células se presentan unidas como consecuen-
cia de la copulacién entre dos células bacterianas.

RESUMEN

Del estudio comparativo simultdneo entre las curvas de crecimiento
y de consumo de glucosa del Aerobacter aerogenes normal y las del
irradiado con radiaciones ultravioletas, con intensidad suficiente como
para matar mds del 99 por ciento de los microorganismos (40.000 a
50.000 erg. cm?/s), se demostré una modificacién de la curva en el
cultivo irradiado, que se traduce fundamentalmente en el alargamiento
de la fase exponencial y en un aumento neto del tiempo de generacion,
que es de treinta y cinco minutos en el cultivo normal y de sesenta y tres
minutos en el irradiado ocho veces (sembrados en medio M 9 glucosa).

La fase de disminucién del ritmo de crecimiento es mis gradual y
lenta en los cultivos irradiados, en los que se alcanza un tope mayor en
el niimero de microorganismos.

El consumo de glucosa en los mismos tiempos en que se realizé el
recuento de unidades viables para establecer la curva de crecimiento,
es mds rapido en el cultivo de Aerobacter normal no sometido a las ra-
diaciones ultravioletas. En los irradiados se producen saltos bruscos de
consumo que no corresponden frecuentemente a un aumento del nime-
ro de células, y esto ocurre a las doce y veinticuatro horas de cultivo.

El estudio citoldgico ha demostrado que no existen diferencias apa-
rentes en el tamafio, en Ia morfologia y en la relacion niicleo : citoplas-
ma, tanto en las células del cultivo testigo como en las células de los
cultivos tratados por radiaciones ultravioletas.

Con relativa frecuencia se observan, segtin la técnica seguida, células
bacterianas unidas por citoplasma, que creemos pueden ser procesos de
copulacion.
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SUMMARY

In the comparative simultaneous studies carried out between the
growth curves and the metabolism of glucese of non-irradiated Aerobac-
ter aerogenes and the U. V. irradiated Aerobacter, it was shown a change
in the curve of the irradiated culture: the exponential phase and the
time of generation increase in the latter; the generation time is 35 minu-
tes in the non-irradiated cultures and 63 minutes in the cultures irradia-
ted 8 times (inoculated in M 9 glucose medium). The U. V. radiation
was of sufficient intensity to kill 99 per cent of the organisms (40,000
to 50,000 erg. cm?/s).

In the irradiated cultures the decrease in the growth rate is more
gradual and slower, and the number of microorganisms reaches a higher
degree than in the non-irradiated cultures.

In equal experimental conditions the irradiated Aerobacter metabo-
lizes more glucose than the non-irradiated cultures and in an irregular
way, specially after 12 and 24 hours incubation, but no increase in the
number of cells is observed.

Cytologic study has demonstrated that there are no apparent diffe-
rences in the size, morphology and nucleus-cytoplasm relation either in
the witness-culture cells or the culture cells treated with U. V. radia-
tions.

Besides, certain bacterian cells linked by cytoplasm, wich we believe
may be copulation-like process are observed.
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