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L-INTRODUCCióN 



Genernlidades de los virus. 

La palabra virus originalmente empleada por Pasteur y Jtros '·· 
descubridores de la bacteriología, era aplicadá indistintamente a cual'." 
quier agente infeccioso, fuera bacteria o de otra clase. Actualmen
te se aplica solamente a aquellos agentes productores de enferme.: 
dades identificarlas esnPcificamente como virus filtrables. ( 1 O). 

La primera característica de los virus filtrables, reside en su {¡,.: 

cultad de atravesar !os filtros de arcilla, porcelana o de otros ma
teriales. Los virus íiltrables en general son ultramicroscópicos y el 
uso de los microscopios ultravioleta y electrónico han hecho visibles 
diversas partículas víricas anteriormente invisibles. 

El tamaño de los virus no discernibles .por medio del microsco
pio, puede, ser deducido por filtración, centrifugación y dífusi• 111. 

El primer descubrimiento de que un virus ultramicroscópio o Hl
rrable era la causa de una enfermedad animal, fue hecho por Loefler · 
en 1898. 

,• 

·:-::.'-~~~ 

La naturaleza de los virus se conoce mejor por lo· que hace.n tjúe. /<e ,~ >?~~'; 

~~:~; ;~:·~::~~:~~~.~~;;;::~~~~~~d~;E::::~~1~ªt21~~~~1~~'. '""?,}it~ 
tituyendo esto lo enfermedad. · .. :/.:\·:~ 

~-_:);~·> 

El problema de si los virus son agentes vivos ~ inertes ha sidi:/ ·· 
materia de discusión casi desde el principio. ( 7). La' opinión gene~ 
ral suponía a . los virus como agentes vivos diminutos comparables:. ·• 
a las bacterias, aunque más pequeña!.'. Todos estos conceptos· pue-
den resumirse en dos criterios principales: · • · · 
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a) .-Los virns son entidades vivas infinitamente pequeños, obli· 
ilªi riamente parasíticos y que dependen de las células del huésped 

(.t. 

b) .-Los virus son agentes autocatalíticos inanimados e incapa,
.cs de crecer y multplicarse automónomamente, pero sí capaces d 
provocar actividades metabólicas anormales en las células del hués.:. 
ped, uno de cuyos productos finales está constituido por la misma 
substancia que estimuló la actividad anormal. Esta substancia el? ca· 
paz después de la destrucción de las c.élulas huéspedes, de repeÚr el 
;nismo proceso en otras células lo que establecerá sus caracteres de 
propagación y desarrollo. Por supuesto era imposible demostrar cual 
cie los dos conceptos era el verdadero. 

El aislamiento de una proteína cristalina, realizado por Stanley 
( 18) lacual a pesar de repetidas cristalizaciones, retenía las propie·. 
efodes del virus del mosaico del tabaco, no favoreció a quienes habian · 
descartado !a teoría autocatalítica en favor de la parasítica; ya que 
<!S difícil pensar que un agente vivo puede comportarse de esta ma• 
nera y sobreviva a dichos procedimientos. 

Por otro lado, debe recordarse que ningún virus patógeno para 
los animales ha sido aislado o purificado por el método de St~nley. 
Debido a la capacidad que tiene11 los virus de reproducirse se consi· 
deran seres vivientes. 

Con la ayud¿1 del microscopio electrónico se han fotografiado .. ,. 
muchos virus, demostrando que son corpúsculos de. tamaño y morfo~ .:·!~::.; 

logia características. Se han obtenido fotomicrograíías . e,lectré>níc.:~s< t.- >\. 
de los corpúsculos elementales de numerosos viius.. Unos, soti)~~(é~f.·~ ''.'.\ 
deos, otros oblongos, algunos son cuboides y otros muestrhri ;pro::/' ' . '. 
longacione~ como las de los espl!rmatozoid~s. · · · 

- .. · 
-·~:-·~· ··:··.:. 

Los efectos citopatogénicos en las infecciones de virus ~-~\·Úg~ .. ·? · :<_·,> 
uas enfermedades están ausentes, pero en otros afeéta lá morfé:>lÓ- •·:· · .•. '. 
gía y metabolismo de las células. La modificación: d~l metabolís~~-). .• . ·.i 
en las células indica la presencia de virus y· los cambios:, en !a .ko~.:.: ·. 
folo~fa celular a veces son suficientes para identificar· al vh;us:'que·• 
ha causado la enfermedad. Los efectos 'patológicos en las. célúlaS. 



~~:~·~:~: ·;:~~~~i:!~ti=·~· :~:~. ··~::º;,;:: ~~~~:· ~·~:::~~¡~,f i ... · -.•..•.•...•. '.·.~:•.-.·.:······.··.·.::•· .. ···:·········::·····.······.:·.•.·.::'·:····: .. :.,:.,:~·:···:'.i.:.1 produce cuerpo:; de incluisión intranucleares. Los ~írus erú:~laiitl~ _,;~ 
cos producen muerte de algunas células y picnosis ~e otras; : .Los.·: ~1 .. 1 
Adcnovirus presentan cambios en la morfología sin dis~inuciÓn .. del · · · .:: 

J:'letabolismo celular. El virus del saramplón y otros producen d~~t . :' ··•· ... f ... :.·'·r·'.··.· .. ;·
1
···;·;·',;·····.! 

neración espumosa. , _ 

Hablaremos más extensamente de las inclusiones citoplasmáticas 
cosinofílicas ya que tienen enorme importancia en el diagnóstico de 
la enfermedad. ( 7). Estas varían de tamaño en las diferentes en· 
fcrmedades y aún en diversos casos de la misma enfermedad, alcanr 
zando hasta veinte: o más micras de diámetro. Puede haber un cuer"." 
po de inclusión, o varios dentro de una misma célula. Algunos son 
grandes y otros mucho más pequeños; a veces son compÍetamerite' 
hialinos. pero la mayoría son granulares y algunos contienen tbr"'. .. 
púsculos internos bien teñidos. Algunos de los primeros · fü.ve:sti
gadores consideran a los cuerpos de inclusión como los agéntes' in
fr.ctantes, otros los tomaron por protozoarios y aún como agregad(>s · 
de parásitos ·diminutos indnidos en el material hialino. Cua'ndo los. 
experimentos de filtración demostrnron que los virus de muchas en.,. 
ferme<lades eran mucho más pequeños que las inclusiones observadas 
en los mismos, surgió la tendencia a considerarlos como p'::oductos' 
de degeneración específicos de la substancia celular. 

Sin embargo recientemente, se han acumulado datos indicadores .. 
de que algunas de éstas inclusiones contienen agre~ados d~ . los cor'." 
púsculcs elementales de los virus. ( 7). 

Los virus muestran diferentes grados de espe<;ificiclad de ,hÜ.~$+; "tif 
ped y de tejido; muchos virus. tienen una .granA~;&pecifif,iq~d::.;de:h\iés::i(2~2 
ped por ejemplo: el virus del cól~ra pon:ino qu~ <Úe~ta' ·sólq''.~;C~~t,'4~;N;::(~' 
¡:or otro lado hay virus como el. de la rabia que afeda 'una:¡#~nY'~1riS'>(;~ 
tidad de especies animales. Entre estos dos extremos 'está.:·la~;-~·~y~' i:; 
ria de los virus ·que se limitan a un pequeño número de ~sped~s?'.rf.~$),'.\'.,: 
bacterias también pueden ser atacadas por, los,, virus filtr.:al)~~s;{ie9i~':I) 
biendo el nombre de bacteriofogos, los cuales fuerim .?e~critos por:v~¡:?,'>' 
primera poL"Twort 1915 (19) y D'Herell~ 1917(5)'. ··: . ,o;;,:::;: 

.. ::;::l:·::r 
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La mnyor parte de los virus presentan también aHnidnde¡; t.Ísu-
" lares definidas ( 7) un grupo afecta sólo a las células epiteliales: otros 

t'ienen afinidad por las células nerviosas y algunos atacan estructu
ras de origen mesodérmico. También hay virus pantróplcos qt1e afec
tan varios tipos de células. 

En una gran proporción de enfermedades por virns la inmuni~ 
dad es absoluta y permanente ( 7), en esto difiere de la inmunidad 
en las enfermedades bacterian<:1s que en general es relativa y 
rt:ansitoria. La inmunización pasiva por sueros e~;pecificos hiperin
muncs son efectivos contra ciertas enfermedades por virus en los 
animales. Cuando se administra antes que se presente la infección 
e; ei~ el comienzo de la misma y antes de que el virus se haya di~.e
minado resulia bastante efectivo. La protección conferida por dichos 
.~ueros casi siempre es t'.ompleta y sólida pero de corta ,duración. 

Los métodos de inmunización activa contra las infecciones por 
\'irus se agrupan en cuatro categorías ( 7) : 

a).-EI uso de virns virulento solo; cuando se usan virus vlru
kntos, se obtiene la protección administrándolos generalmente por 
vía anormal; 

b). -El uso de virus virulento y antisuero; 
c) .-El uso de vacunas a base de virus atenuado: y 
d) .-El t1~10 de virus innctivados. 

Se ha demostrado también, que despues de la curac1on de una 
mfección vírica existen substancias fijadoras del .complemento .. ·· Vá-. 
ríos autüres han señalado el antagonismo que existe entre Cierto~ ,;,i~ 
rus sin relación inmunológica' entre sí pero que tiell,en ~n ~o~út{)Í<t . . 1_ 

propiedad de afectar sobre todo al mismo grupo cie' células, '.'Est1¡{~> ' 
antagonismo se manifiesta por el hecho 'de que la Jnfec<;ión. por .:uno ' 
de ios virus. sirve para prevenir, ya sea pardal o totalmenti!/lo:s efecL 
los patogénicos de otro. Este fenómeno de. interferencia- es cons1de- . 
r•Jdo en detalle poi· Vikhes y Hirst 194 7 ( 20). quienes dtan m11chos 
~jemplos. ·. . .· . . .. 

Los virus parecen poseer el mismo grado de resistencia al calor: 
n la desecación y a los agentes químicos. que la foána vegetativa de 

<':· 
.:::. '•' 
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la mayorla de las bacterias. Todos son destruidos por temper~tur~s 
cercanas a cincuenta y cinco o sesenta grados centígrados en treinta 
minutos o menos. La desecación es fatal para muchos virus, ~.~nq'ue 
ctros son muy resistentes. Sin embargo, aún los virus consldei.-adois 
muy susceptibles a la desecación, sobreviven por largos periodos,. si es 
gue Ja desecación es cuidadosa y completa (liofilización). Los virus por 
lo general no r-on alterados por el frío, ni aún intenso. La mayoría 
de los virus se conservan bien, si se les coloca en solución fuerte de 
glicerina ( 50 a 100 por ciento), contrario a los que suced~ a las bac-
terias. Casi ningún vfrus resiste la putrefacción; las soluciones fuer
temente alcalinas como lechada de cal al uno o dos por ciento los des
truyen con más rapidez que las soluciones ácidas. 

La identificación de los virus no estan simple como la de las bac
terias. pero se puede hacer con facilidad si el virus ha sido descrito. 
previamente (10). · 

Una clasificación razonable del agente vírico. se puede basar en su 
poder patógeno para ia especie que se conoce como susceptible y ade-. 
mas sobre el período de incubación, los sintornus producidos en . la 
incubación, los síntomas prodlíddos en la infeccióón artificial, el .cur-
~o y las lesiones. La identificación absoluta ha de recoger además · 
las pruebas inmunológicas. para lo cual se utilizan los antisueros es
µecíficos empleados en las pruebas de protección y las llamadas "prue-
bas de neutralización in vitro". · 

Se han dividido las enfermedades producidas por virus en anima
les en cuatro grupos: A. caracterizados por lesiones en la piel; gru
po B. caracterizados por lesiones en el sistema nervioso centr~l: 

grupo C. caracterizados por infecciones generallzadas o de tipo ca
tarral: y grupo D. caracterizados por la formación de tumqres, 

,,.-:!.~~:') 
. ¡t . 

Una cualidad esencial de todos los virus filtrables conoddos es. 
1:;U falta de rnpltiplica<.:ión en medios sintéticos inertes, en contraste 
con las bacterias, protozoos y hongos ( 1 O). Los virus necesitan cé.; 
lulas vivas en el interior de las cuales llevan a cabo stis actlvid~.lies 
metabólicas y se desarrollan puesto que e~encialmente so.n parás~~~s · :·:~:,~;, 
obligados y de tal modo se perpi?tuan y multiplican constitúyendo"éSto, .·· 
una de sus princip.ales características biológicas. · · 
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Los virus se pueden propagar en tres formas: lnocutad61i .a hué~;. 
pedes susceptibles, a embrión de pollo y a cultivos 1le tejidos/ >La. 
multiplicación de un virus en el cuerpo animal.. depende ~o sólo 'de. 
la receptividad <le la especie animal. sino también e1 m~todo' de ·inO- · 
culación y de la especial afinidad del virus por los tejidos. 

El cultivo en embrión de pollo fue introducido por Woodruff 
y Goodpasture 1931 ( 23). En esta forma se han cultivado la ma
yoría de los virus que se desarrollan en las células epiteliales, ·así 
como un número considerable de otros virus que en general no se 
oesarrollan en tejidos epiteliales. Los virus epiteliaies casi nunca _in
vaden el embrión, pero producen capas opacas en las membranas. El 
l'mbrión. en tales casos puede continuar su desarrollo y aún empo'.'" 
llar finalmente. En otros casos, el embrión es invadido por el virus 
y con desarrollo de lesiones en la membrana, o sin ellas en cuyo caso 
ia muerte del embrión se presenta en tres o cuatro días. Es posible 
inocular el embrión de pollo por vía e:ndove:iM.'.'.r.inyectando alg\Íno 
óe los grandes vasos del corion. También se puede introducir .él 
inóculo directamente en el saco vitelino. , 

Es probable que el acontecimiento aislado más importante .en 
Ja virología en los últimos años ha sido el empleo del cultivo de te~ 
jidos para saber si hay virus e identificarlos ( 10). Por regla. gene
rnl el método se emplea para la identificación de virus conocidos. 
11is1ados de Jos individuos enfermos y para estudios morfológicos a 
diferentes estímulos, estudios metabólicos cuantitativos y la obtención 
de virus para la producción de vacunas. 

Se han cultivado de manera artificial muchos virus animales, . 
pero sólo en presencia de células susceptibles vivas ( 7) . Et mismo, 
concepto que anteriormente se dijo respecto de.la .mejor eleé~ión(;le · .. 
tejido se aplica en este n1étodo, el cual .co~~~r· i~·ld~_tá~'.·.~U.-. ~~~)?~e'._~.~O.~S- -:--.:--.,,:'1.-.-. 

!'iste en n'iantener la vida o crecimiento ae dei:tos tejidos de mc>,j() . ·' 
artificial. sembrando en ellos la suspensión vírica .:<:011::la~~ pi:~~áú~V · . 
nes asépticas correspondientes en bacteriología; · .. · En 'lmL- tejidos.',pro- _ ~>:. 
pagados de esta manera se multiplican con gr~ri faci~idad ·~<i:-:~ayt>,•t ;~ ~.<;, 
ria de los virus aunque no todos. Si los virus se< cúltivaii e~~-;~~~I4Jf!S: .··:>·(}'; 
diferentes a las del huésped natural, existe fa posibilidad di:(;9,,~gJ:l~~.;·'"'::·: 
cepas modificadas pero que conservan su capacidad de reprciducirse~ ·. ,>. ,( 



Los eshtdios del Wilhen Roux en 1885 y de los subsecuef1tes tn"' 
v e<tlgadotes. Ljnn99 ,en. l.oeb, ]olly, Barro\vs, Ca red,. el~ .. y.IOS' !ra' 
bajos continuados por Fisher y ot~os ellos Parker, Morgan, White'y 
Eagle establecieron las técnicas y medios para cultivar tejidos: cita-

dos por Paul John 1959 (16). ' 

Virus de la Viruela Aviar. 

Según la clasificación de Holmes ( 8) revisada más tarde por 
Packer y Merchant ( 15) el virus de la viruela aviar pertenece a: 

Virales 
Zoophagineae 
Borreliotaceae 
Borreliota 

Orden· 
Suborden 
Famili¡i 
Género 
Especie Avíum 

Sinonimia.-Viruela de pollo, aves. pa1aros, epitelioma contagio-· •. 
so, cabeza con pústulas, molusco aviar, difteria variolosa de las ave~, 
y cáncer. 

Eiotologia. - La viruela de las aves. se ha observado en especies 
aviares desde tiempo inmemorial. Han presentado excelentes estu
dios de la enfermedad Goodpasture en 1928 ( 6) y Beaudette en 
: 949 ( 2). citados por 'Biestcr 1952 ( 3). El Agente causal de la vi"'.' 
rucia aviaria es un virus filtrable como se demostró primeramente 
por Marx y Sticker en 1902 ( 13) Carnwarth en 1908 ( 4) y otros 
..:omprobaron que a él se debe tanto la forma cutánea como la dif
térica de la enfermedad. Hay al parecer cuatro variedades del mis" 

mo que causan la viruela entre las aves. ' T '', 

Características de la enfermedad.-Ataca a las aves jóy~ne~ y•. 
adultas. La mortalidad es usualmente baja pero puede elevarse 'ti' 
>O';f: además debe conoideca"e que )>ay un deocensO' en lá prO<iJ'cc'; 
dén de huevo y pérdida en peso de las aves. · · · · ''· 

La muerte ocurre a menudo en aves que tielie,n lesi()1i.es én.;el }l:ic~; ~- ,, 1
;; 

fodnge y ó,bitao: la• iafeceione• de eote tipO se llaman diJli:dB aV!.Bi,;.: · 
ocasionalmente .las lesiones ¡)1.1eden verse en ias patas.· El curs~ usual .. .., · , ··. • 
de la enlecmeda,d es de ''"' a cu>tcO .emanas. , , ~ . . :~~-/~~~ 
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Cambios pa.tológicos.-Las lesim1es son caracterizados pcir prol~
feración de estructuras superficiales epiteliales seguidas, por degenera
ción. La i:apa basal del epitelio comunmente no es dañada a menos 
que ocurra una invasión bacteriana secundaria. Las céluias del área 
infectada llegaP, a hincharse y presentar vacuolas en las cuales pue· 
den ser demostrados los cuerpos de Bollenger. La cicatrización tle· 
ne lugal' comunmente sin la formación de escaras. 

Goodpasture 1928 ( 6). informó que los cuerpos de inclusión de 
la viruela eran apl'Oximndamente de un cuarto de micra '/ pueden 
verse fácilmente en el microscopio. Los experimentos de Woodruff 
y Goodpasture en 1929 ( 21), acerca de la naturaleza e infectividad 
<.h~ los cuerpos de inclusión de la viruela avaria presentaron pruebas 
concluyentes acerca del agente etiológico de In enfermedad. 

En una publicación posterior Woodru'ff y Goodpasture en 1930 
( 22), demostraron que un cuerpo de inclusión pued~ contener hasta 
veinte mil cuerpos elementles cada uno de los cuales fue capaz di!'. 
provocar la enfermedad en las aves susceptibles. Estos corpúsculos 
se les llamó corpt1sculos de BoHenger. 

Diagnóstico. - La presencia de lesiones cutáneas típicas de 
la infección variolosa en los pollos, de ordinario justifica el diag· 
nóstico de la enfermedad. No se puede hacer tan.- fácilmente el 
diagnóstico de la enfermedad cuando hay Hagas en el pico o Jesiones 
parecidas a la del catarro con sus síntomas respectivos. Puede em· 
picarse varias pruebas de diagnóstico como por ejemplo pruebas de 
infectividad, de protección. examen microscópico de las lesiones y 
pruebas serológicas. Con las pruebas de infectividad puede ser 11e".' .. , · · 

<'esario utilizar hu:~spedes tanto heterólogos como hom,ólogos' parél:~IO-: ; •··•···•· 
grar un diagnóstico exacto o preciso del ~ipo de virus .pre~e~te ~:,el 
ave. Ja presencia de virus de la viruela aviar puede deniosfrai:sef ádl
mente mediante la aplicación de una suspensión de materi¡Ü dé la P.iel. 
de los pollos susceptibles mediante una ~scarifkadón . en .la cre!¡ta/ Si > 
hay virus en el material sospechoso, se desarrc~ll~rán en el poli? ;!~~ 
1fl'siones cutáneas tipicas de la enfermedad en un lapso de cinco á.s:étc ·'>::~'Y 
días. ·p~i 

Las pruebas de protección o inmunidad con . pollo~., pu~d~n em- . <•~r~';) 
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picarse simultáneamente con respecto a las pruebas de infectividad y 
microscópicas. La exposición de aves tanto Inmunes como sus<:epti
bles al virus de la viruela por métodos antes dl!scritos, dará por r~~ 
sultado la refractividad en el ave inmune y d desarrollo de le~iones 
wtáneas típicas en la susceptible. El ave originalmente sospechosa 
de viruela que se restablezcn de la infección puede ser sometida a 
prueba de inmunidad con algún virus ya conocido de la viruela 
aviaria. 

Resistencfo.-EI virus de la viruela de las aves es muy resis
tente a la desel.'.ación. En las costr<1s secas separadas de las regio
nes epiteliales la virulencia pernrn1H~ce intact.a por muchos meses. En 
el suelo sujeto a condiciones ordinarias la viabilidad del virus no 
pasa de unas semanas. La enfermedad tiende a aparecer año tra~ 

<1ño, en los mismos lugares. No se sabe si el virus permanece viable· 
~n los periodos intermedios. 

El virus mue1·e a 60'" C. en 8 minutos o a 569C. en 30 minutos. 
La viabilidad del virus se mantiene por dos años cuando se almace
t•a seco a O';C. o a 19C. 

Las siguientes substancias qulmicas inactivan al virus en 10. mi'
nutos. 

1-500 Na OH. 1-1000 de cristal violeta. alcohol al 70%; 1~'100 
de creso!. El Fcnol a concentración de 3~:·(: lo mata en 30 minutos.· 
pero no en 10 r tinutos; el aldehido fórmico ni aún ~n 20 minutos. Se 
conserva por p riodos largos en glicerina al 50%. 

Transmisión.-Se supone que la viruela aviaria es trasmí~ad~;SO:'.; 
bre todo por contacto directo de ave a ave por medio de;}ieric1~li;':,~tf> .· 
las pe!eas y las hechBs por picotazos de las aves ·entre:ellas.,, ~~~~;¡:: 
enfermedad también puede diseminarse. por las picadµ,~~siae',lt)s til<:i~_;: .< 
quitos ( Kligler, Muckenfoss y Rivers) 1929, ( ll ), ~fa.tbeson, BiiJ:.;;· 
.ilett y Brody 1930 ( M). · · · · .>/' · 

La inoculación . artificial intramuscular o, intravenosa.~~n~;,;Pf~~~'.." ., 
a. veces causar una infección, , .. ; .. < . , 
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lnmunidad.-Las avc.s rccobrnda11 quc.da11 .. sólidamente inmunes. 
En las granjas en que la enfermedad se ha presentado por muchos 
años. sólo se observa en las aves. jóvenes. En gallineros no infecta· 
dos previamente, la enf P.rm~:dad ataca a las aves de todas edades: la 
inmunización de los planteles de aves se lleva a cabo en todas las re· 
giones donde existe la viruela. Se usan dos métodos. uno de ellos 
consiste en el empleo de virus virulento de viruela de gallina y el otró 
ck virus de viruela de pichón. Ambos métodos dan buenos resultados. 

Cultfoo de los virus de fo viruela aviar.-El virus de la viruela 
nviar sólo puede cultivarse en presencia de células vivas de hués
pedes susceptibles. Como ya se indicó esto!; requisitos pueden ser 
proporcianados por el huésped susceptible. por huevos embrion.ados 
y por cultivo de tejidos como demostraremos en el presente trabajo. 
El cultivo del virus de la viruela de las avr:s en el huésped puede efec
tuarse mediante la aplicación del virus a la cresta escarificada de un 
pollo y recogiendo las costras. 

WQ.Odruff y Goodpastmc en 1931 (23) cuitivaron con .éxito el 
virus de la viruela aviar en la membrana corioalantoidea. Donde pro~ 
duce engrosamiento. edema y necrosis de la membrana, pero el virus 
usualmente no es letal para el embrión, cultivándolo también en la 
yema y en el embrión de pollo. 

Teniendo en cuenta todos estos estudios se pensó en haar que 
t>ste virus se adaptara a reproducirse en cultivo de tejidos. Esta téc;. 
n((:a ofrece muchas ventajas, principalmente desde el punto de vista 
de producción de la vacuna, que generalmente se produce a partir de 
\'irus que se cultiva en huevos embrionados. 

La técnica consiste en la digestión tríptica de ( 16) los t~ji~()S \, 
embrionados. que luego se ies hace crecer en presencia de med.i~.A~' 
cultivo enriquecido, adicionado con antibióticos. Una.·· vez desarr~ 
Hadas las células se inoculan con el virus y éstos se multipli~all; cau
sando lesiones en el interior de las céulas. Estos virus' así (:desarr°" 
liados ce resiembran en las mismas condiciones tratando de ~da~ 
tarlos a estos cultivos. .~ .• ... 
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Consideraciones generales. ( l 6) 

'-'Para obtener los mejores resultados en el desarrollo del virus en 
cultivo de tejidos, debemos tener pre'sente muchos puntos de vista. 
ya que: los medios de cultivo de las células y de Jos virus son alta
wente nutritivos no solamente para éstos, sino también para·,·bact~-
rias y hongos. La mayoría de los microorganismos tienen un ritmo 
de crecimiento mucho más rápido que las células y con frecuencia 
produc;.>.n toxinas mortales para ellos. Por lo tanto muy importante 
en la técnica es evitar toe.ir: cot1tarnínación. 

Tenemos como fuentes de contaminación las siguientes: . 

l.-El material. 
II.-El medio de cultivo. 
III.-El tejido empleado. 
IV.-E! ambiente. 
V.-El operador. 

Antes que nada, es esencial asegurarse de que no se intrduzc;an 
bacterias y hongos con el tejido o con el material, para lo ctiat el 
primero debe obtenerse asé'pticameme esterWzándose después, Esto 
último puede hacerse eficazmente con antibióticos y el. segundo e.n 
el horno o autoclave según convenga o por desinfecdón qulmica.: Es. :;: 
conveniente un cuarto aséptico con aire estéril, es de!:it;:.ex~pto _de · , 
polvo en las mesas las que deben desinfectarse cori alcoh?!;:.:~~-(i~~~ ,,,~~/1~i 
rán abrirse las puertas y se tendrá prendida c:onstantéritn~e;'1a}]~~/:~1~\ 0 :,:y;;á 
uavioleta. Por otra parte, al quedar eliminadas las an.tedóres · f~~J,1tes· · . ·· :; 
Je contaminación queda el operador mismo con su resi?iÍ:a(;ió~ )Y_' pol:;"-.c. .. -'· 
vo que levante con sus movimientos. Para eliminarse' fos géi:métlelf.•: . , · .· .. · .. · 
deben aplicarse las técnicas siguientes: '··: ' \ .. 

I.-Destmo.:ción flsica por calpr seco .. húmedo y radi<tciÓn:; 
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ll.-Destrucdón t!'.1imh:a: antis(:ptkos, aneihiótkos. 
Ill.-Rcmoción física: fi\trnción. <.:entl'ifug<1clón y \avado. 

Radiaciones. - La lu:: ultravioleta se empica en e.sterilizadón. 
pero debe recordarse qui.' puede producir cambios químicos en la'l 

substancias irradiadas. 

Antisépticos: Alcohol. éter. 

Antibióticos: Sl'. ddw hacer notar que muchos antíbiótii:os son 
muy tó¡¡icos p«1r:1 las cdu!<is y en algunos casos los ~rados de toxi
..-idad se accrc;rn al nivel efectivo. El más útil es la pe1~icilina de vein
te a cincuenta unidades y estreptomicina cincuenta miligramos por 
rn ilili t ro. Los hongos pueden inhibirse con mícostatina a concentra
dón de veinte miligramos. Esta es inestable y se descompone casi 
por completo dc.spués de 24 horas a 37"C. y el producto de oxida-

Lión es alHo tóxico. 

Además del empleo de rutin'a de los antibióticos en los medios 

de cultivo: los antibióticos pueden emplearse en concentraciones mu
cho más ekv<:1das p::ira esterilizar teíidos contaminados antes de su' 

exp1antación. 

DctcrJJcrires.-Los detergentes se emplean muy extensamente pa
ra la limpieza del material de vidrio: pero es dificil quitarlos: no hay 
que olvidar que muchos deter~1entes son tóxicos para las cé\ulas. 

Respecto a los medios de cultivo es de mucha importancia con~ 
t:·olar el pH. Esencialmente los medios están constituidos 
oón salina equilibrada. aminoácidos. oxigeno, vitaminas y 

de suero. 

Fa·;:tores que deben tomarse en cuenta al preparar medios .. ....... . 
tivo. - Solubilidad de los materiales. - Algunas substancias/ quími•. 
ca' 'ºº muy poco solubles como la ti<osina, que Sólo <s .sO!uble eó 
solución ácida para lo cual el ácido debe mezdarse en las últi~.a.s 
etapa' parn que no ""'" daño a las ot<as substanciao. Los li/>idOS 
deb<n ,olubili'ª'" en •o luciones akoh61kns. También tlene ., qu~ 
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1rnrc~prsc un <ktcrgc11tc no tóxirn ('l\wcn 80) pura cs1<1hlll:.m·11e, hrn 

solucio1H~s. 

Comp'1ti/iilidaJ de míl/('(Íil/cs. - /\1 eo111bim11· dcrtos mntcrialc11 
dcb1~ recordarse que juntos pueden rcaccionnr purn producir sobstnn
cias enteramente diferentes. Esto puede ocurrir principahnent,e al 
cnlcntarsc lns soludoncs por cjc111plo la Hlucosa y el úddo ascórbléO 

coi·rcn peligro de destruirse por el c;ilor en presencia del álcali. 

Purt':il tk matcria/c.~.-Es necesario dnn;c cuenta de que aún las 
substanci<lo. químicas mús p11ras tiene huellas de impureza que pueden 

intcdcrir en el desarrnllo de las células. 

l ne.stabilidad de /os com¡mcstos.-Algunos compuestos inestables 
es necesario almacenarlos en estado seco y en frío. Es inxportarit · 
pues preparar medies frescos o en caso de almacenarse sería a tem- · 
peraturas muy b<ijas. Puede aconsejarse preparar soluciones parcia.:. 

les que finalmente se combinan para completar el medio. 

El uso de la congelación en el almacenaje de material es venta
joso en lo que respecta al virus. pero algunos autores opinan que .. 
para el cultivo de tejidos ti~nc un efecto nocivo lacerando las células 
por la formación de cristales de hielo; se recomie:-ida para evitar ésto 

el uso de s¡licerol y una congelación lenta. . 

Solución salina balanceada ele Hanks ( 9). 

Solución ··A' 

Cloruro de socio 
Cloruro de potasio - ................ - ~ . · 
Sulfato de magnesio ............ '. .... ~ ; 

Todas estas substancias se disuelven en aµroxiroadamen~e. 
de agua bidestilada. . . . . · .. · · ,, 

Cloruro de Calcio 

Que se disuelve en aproximadamente 
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Se 111czd,,11 amha~ soluciones y se alorti u \O()tl mL con ngun bl .. 
dcstiladn: s1• l\'ill1dc11 2 1111. de dornfonno como preservativo. st ta¡m Yr> 
~e \jllilrd<i en d rdri~J\~l'iltlor. . . '-''' 

Soludón "B" 
Fosfaw dr Sodín dih;1:íico (Na~HPO,. 12Hi0) .. 
Fosf.1to de Potasio Monobásiw ( l<l··LPO 1 ) •••••• 

3.04 g. 
1. 20 9. 

20.00 g. 
Dextrosa . . . .......................... , .. . 

Todas csta':i substancias se dhmelvcn en aproximadamente 800 ~l. 
de aguil bídestil;ic\a. Se añaden 100 1111. de rojo de fcnol al O .1 o/o y 
se afow a 1000 mi. con a~¡ua bidestilada. Se aírnden 2 ml. de clo
roformo como prcscr\'ativo. se tapa y se ~1uarda en el refrigerador. 

La solución de l-{;111 ks se prepara me:ciando: 

Un volumen de solución .. ;\". 
Un volumen de solución "B". 
18 volúmenes de a~111a bith•stiladn. 

Se esteriliza en autodaw a 9 lb. de presión durante 10 minctos> 
Se guarda en el rcfriHerador. Inmediatamente antes ele usarse;.~ . 
añade 0.5 mi. de Na."CO, ;i\ 1.4'( par<' cada 20 mi. de soludÓn de. 
Hanks. El PH. debe ser de 7. 4 a 7. 6 (generalmente es necesario · 

aoicionar un puco mús de solución de Na~CO,,). 

Solm.:ión de tri psi na al O. 25 '¡;. . 
Tripsin<~ ......................... . 

2.50. g. 
1000 ml. 

Solución ele Hanks. . ......... C. b. p. 

Se ajwm\ el pH a 7. 4 - 7. 6 con solu.ción d~\ Na, CO;. 
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Se dls11clvc al hidro\l::ild11 lll' ln1:tnnlbú111i,n11 1!11 fo solud(m. de 
\ \nnk~i, l'\C ¡\i\m\c d S\ICl'll dr. (";t\rnlln Cl\i\tllVado y 1'11~ ndidOl\111\" dCB• 

p111~s los antibióticos. 

Se ajusw el pll. a 7. ') con soludón de Nn1CO,. ni \ .4o/o. 

Medio de ettltivo 199. - De Mor}¡1111, Morton y P11rkc1· (1950)'(16). 

Mili~1ramos 

por 1000 mi. 

Miligramos 
por 1000 1111 

0.010 
0.010 
0.025 ' 
0.025 
0.92,5. ' 
'0~025 .. 

L - Cistina 

L - Arginina HCL 

L - Histidina HCL 

L - Lisina HCL 
LO - Triptofano 

DL- Fc:nilnbnina 
DL - Metionina 
DL- Serina 
DL - Treonina 
OL - Lcucina 
DL -- Isoleucina 

DL- Vali1rn 
OL - Acido Glutámico 

Mono hidratado 
OL -- Acido Aspártico 
DL - Alfa Alanina 

L - Prolina 

L - Hidroxiprolina 
Glicina ( Acido 
aminoacético) 
Cisteina 
Adenina 
Guanina HCL 
Xantina 
Hipoxantina 
Timina 
Uracilo 

20.0 
70.0 
20.0 

70.00 
20.0 
so.o 
20.0 
50.0 
50.0 

120.0 
40.0 
50.0 

150.0 

Tinmina 
Ribofbvina 
Piridoxal 
Piridoxi1rn 
Niacina 
Niacinamida 
Pantotenanto de: C<tkic 

Biotina 
Acido Fálico 
Colina 
Inositol 
Acido p-Aminobenzóico 
Vitamina A 

0.01.·· 

0.01. 
O~.Ol 
o.so· . 
o.os 

o.os. 
O.Hf .. 
0.10 
o.ro·· 

60.0 
50.0 

Alfa-

Cakiferol ( Vit. D. 02) 
Mcnadiona ( Vit. K) 
Fosfato disódico de 
tecoferol ( Vit. E) 
Acido ascórhico 
Glutatione 

40.0 
!O.O 

50.0 
0.1 

10.0 
0.3 
0.3 
0.3 
0.3 
0.3 

Coletero!·. 
Tweeri. 80 . .· .... · 
Acetato' <:Ie Só'<!io 
L-Glutamína . 
Aderiosín Tl.'ifosEato · • 
Addo Aderitliéo ·. · · 
Nit~ato F~rri~;.· · .. · .. , .. ·-

Ribost\ 
Oese>xi~ibosa 
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l!11tc 1ncdlu wmhlí·n \'.l)!HklH' 111\l\ 11olucl611 11nllnn bn\iuH'Cltdu ( \ 7}. 

Todnvín 110 ~•e ha llc\J•Hlo a una conduslón clurn en lo que rc11pcc-
1n ul mcrnnl11mo por ~·\ cu:il los tejido~ o \11!\ cé\ulM se tll\~n cunndo 

i.011 expuestas ¡1 dl'tcrmlnados colornntc!l. 

Hubo un.1 (:poca en que ~!!" estimó qur, la n!lnidnd colorante de 
los frjidos d~·pcmlia lk un lcnómcnu qulmico basado en h1 selectlvi
dall de las :;uh~;tancias bi1siras por los colorantes ilcidos y viceversa. 
l·loy tal l'xphc;1ción no puede ser aplicnda n todos los cosos, pero 
hay rn::onc!l de peso que demuestran que tal proceso es n veces (isi
rn y que la cilpilaridad y h1s ósmosis juegan importante papel en la 
penetración de los colorantes en los tejidos. La adsorción puede ex
plicnr muchos de los (enómcnos de la coloraci61) diferencial. Est'l 
cs una propiedad inherente a un cuerpo sólido, e1 cual atrae. minúscu.:. 
l<is partículas de materias contenidas en el liquido circundante. Di· 
rha!l particulas pueden estar constituidas por iones. El hecho. de 
que la capacidad de adsorción puede estar influida en la pres~nciá · .· 
lle otros iones y de que la reacción de las soluciones ejerza un mrir- . 
tado efecto en tal (enómeno. explica la afinidad colorante, de deter.;·· 
minados elementos celulares y la variación en la capacidad coloran
te según su proporción de sal y la influencia de la concentración de 
hidrogeniones sobre e\ color asumido por el tejido cuando éste es 
txpuesto a la acción de colorantes ácidos y básicos a la vez. 

Hematoxilina ( Harris). 

Hematoxilina . . ..................... . 
Alcohol ............................ . 

1, g. 
. 10 mi. 

" Se disuelve la hematoxilina en el alcohol. 

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 200 ml. · 

Alumbre amónico o Potásico . . . . . . . . . . . .r20 g; > 

El alumbre debe ser disuelto en agua con ayu~a del cal<?~·': Veri7.'/ 
htad• esta ope<ación, "" procede a añadirla a la solució.n' alcOhóil~• · 
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de hcm¡1toidli11il. S1· rnll1•11t11 rl n•111·tlvo h1111t11 111 ~b111Hdó11 y llé n!\I\• 
\). 5 \l. de ó"ldo nll'l'l'.llrko. 'l'"" pro11to nmm In mucln prc11s,:1ttc 
1:0IM púrpura obHr11ro si': .,nf!'la rflpidnnu~nti:, intrnduclcmlo d 1·e.cl• 
picnic en a\1ua lrin. Una v1•7. cnf l'lad;' l~1:t.lt l1!1ta purtt !IU u1:10 !llclld<> 
cspcdnlmcnk 1·1~\'otn~~1Hlahle para lo!! tcjido:1 fijados con el liq~t!ilo dl! 
Zcnkcr. La adldón 1h~ 8 mi. de fld<lo ad~tlco Hlndal favorece In tln· 

c;ón de los 11úclco:;. 

/.~o:;i1111.-- La crn1ina Y l ;n11arílknta) c~1 uno de los ntlrn vallo$O~·· .,, 

..:olorn:1tc~1 plas111í1tíl'.o~;. S(• considera hidmi;olublc. pero también se 

,.,: 

disuelve en alcohol. 

Se prcpill'<t del siguiente modo: 
Eosina Y ( 85 ',:~.de contenido en coiorantc) ... . 
Alcohol etllico (al 95 por 100) .... , ......... . 
Agua destilada . . ......................... . 
Los cortes se tíñcn de 30 a 60 -;cgundos. 

'f(ocnk.-11 parn fijar las células. 

1 .o g. 
25 .O ml. 
75 ,O mi. 

Entiéndnsc por fijación el prnccso por el cual se evita la desin· 
tegración de los tejidos o cunlquíer otro cambio por autodigestaci6n. 
Aun no se ha podido hallar un agente ·ideal de fijación. Muchos pro-

ducen retratación de los tejidos. 

Líquido de Zcnkcr. 
Bicromato potásico . . ............ . 
Cloruro Mercúrico ............... . 
Agua destilada . . ................. . 

2.5 9· 
8.0 9· 

100.0 ml. 

Se añade 5 por 100 de úcido aéético glacial antes de µsaise; 

El cloruro mercúrico no se disolverá del . todo. pero . la cantidad 
up<e.ada dad> a la ,oluci6n la concentración . .eqileddai .:$f llj8~ ". 
trozos finos de tejido (de menos de 5 mm) en diez volúme~e~ 'de 
<eactlvo. durante diez a doce horn•. Es .nuy conveniente c~\Oéat ef¡.. 
d fondo de la• placas una lina placa de algodón o un pédBio de; é+(. 
pel. para que el tejido no .e ponga en contacto con d ciisiOL O~"':}::.: -'· ·-:·•::;-. . '~--·!.~ 
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ptll'1' dt~ lt1 ilJi&clón ltiv,~r11." el tejld 1 f 1 2 ... 1 f _ 1 < Uttul t '! . 10tllit en ll{l\IU C:Offlen• 

l
tr., ( .'..I ste re_¡u:tivn conNrrva bien 111 c11truct11rn dd tc:jldo l 11 Hbrlnn 
os 1 anu·ntm1 y lo~ dctnll ·I • •- • 

- · cu nut l'Hrr.11 ilJHircccn 11ttldnmtntc deflnl· 
d.os cuando el rm:ndonndo proccno J( f l¡'ución vn ílt Id d 1 
llón l·on 111 l .. t -- ,,. f- E gu o eco órr 

_J • ii:m.1 ó1t11~n11 o11 otúnuka. Los tejidos fljado11 por este 
proceuim1ento requll."ren que In hemntoxlll t · 

1 . . r ... d _ "" ne ue por naA11 t!empo que os 1¡.1 os por otros reactlvoii. 

Afrn·la pil'ro·Formol~11cétirn.-Esta mezclu c11 bien conocida en 
histologi.1 debid,~ a que- con!lerva !011 detalles citológlcos de manera 
l·xcelente; no obstnnte, s11 i!mpleo Impide \lnn buena tlnsl6n con cler· 
tos colorantes 11111.:lenres, <:uando se usa el liquido de Flemmlng 

0 
el 

de Helly. 

Liquido de f.kiuin. 

Solución acuosa saturada de ácido pícrico ...•. 
Acido acético glacinl . . . ............•. , ... , 
Formnlina (al 40 por 100) ....... , ........ . 

75 partes. 
5 partes. 

25 partes. 

Existe poco peligro de exceso de fijación de los tejidos; el líquido 
pencti:-;1 rápidamente. 

Me Clung y otro.s han observado que la adición de urea al l!qui
do de Bouin :1yuda mucho a observar los más finos detalles celulares. 
La .siguiente mcdificación de Allen es recomendable: . 

Solución acuoS-3 saturada de ácido pícrico ..... . 
Formalina (al 40 por l 00) ................. . 
Acido acético glacial ..................... . 

Ux-ea ................ · · · ·· ·· · ··· · · · ··· · · 

75 partes. 
15 partes. 
10 partes. 

l_ parte . 

Es bueno añadir a esta fórmula una parte de ácido- crómico, cosa ' 
que debe hacerse inmediatamente antes de usarse.la solución. ya que el 
formol reduce al ácido crómico dando lugar a un color verdoso. Otras 
coloraciones ll formación de precipitados que pueden producirse, -radi
can en la impureza de los reactivos e inutilizan eJ liquido. 



l\tfo::l' 111 a kllhol-ftrido. 

Alcohol d1• l/(1"C. •... 

A1111a d(·8tll11da . . . ...... ' · · · · · ' ' · 

Addo Clorhídrico uJJ;~;,; 1 ;.;,~I~'' · · · '''''' .......... 
50 ·mi. 
50 mi. 

'25 1111. 

/..ip.i,/o.'. -···Los ft:Jidos después de fijación con akohol o formol 
110 IH'C<'Slta11 Sl'I' h.,··do" . , . f . . . _,. · · . ' "' ·' con "Hº•" .as prcparadoncs fijadas en so-
111~ 10111::,, qoc co:Jt1c111:11 "'1h•s J,. . 1 1 1 ··· .. - ( rnmo e e Jc11 avarsc en agua ('.Orriente 
dur;i.'lt\"·~·l h<'.r.'1s .. Lils, fijad'.1s con i1ddo pícrico corren el peligro de 
111.iu r.ir~•. '' s~ de¡<in ucmasiado tiempo en agua por lo tanto c:J la
,·.ido \'ll estos ca~;os debe ser muv breve , .. 

Téct1i'"' ele n 1/oraricin celular. - Con objeto de obtener fácilmen
te: las cdulas d!: las botellas. se introduce un cubre-objetos en éstas 
,111tes de que si~ sicml'ren con l<'s células. 

Con unas pinzas cst\~rilcs se extrae el cubre-objetos (que tiene 
:-:dheridas las células) de la botella inoculada con el virus y e pro
n:dc a colorearlo pma ver las lesiones causadas por el virus. 

Se introduce el cubre-objetos en un tubo de ensaye y se agrega 
r! líquido fijador de Zenker 1 previamente filtrudo) hasta tapar el 
cubre-objetos; se deja 2·1 horas. Al cabo de este tiempo se le tira el 
liquicio de Zcnker y se enjuaga ron agua de la llave durante unos mi· 
11utos; dcspu\~s se agrega la hematoxilina de Harris (previamente fil. 
tracia también) hasta cubrir el cubre-objetos, dejándoia permanecer 
durante 5 minutos; se lava con agua de la llave hasta que ésta sea 
clara; después se decolora con la mezcla de alcohol ácido durante 15 
segundos y se lava con agua de la llave hasta que tome color azul; se 
tiñe con la solución de eosina durante 2 minutos y se enjuaga con 
agua de la llave hasta que sulga cíara; se agrega alcohol de 96q deján
dolo actuar durante 2 minutos; posteriormente alcohol absoluto du
rante 2 minutos y por último xilol durante 2 minutos. Una vez te
ñido el cubre-objetos se monta en un porta-objetos usando bálsamo 
de C:anadá y se lleva a la .:.-:stufa durante unas horas hasta su endu-

recimiento. 
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T11
n1ir'i1 n;:n1 /;1 11/1trr~·1'(1·n 1/1• '/ / / · , " ce 1: ''·' 1 e ('mbrióri e/(' pollo ( 1 ) 

Todas Lits 111;i11ípula1 irn11•!; y 111;1tcrial 1rna<lo St! dcctuun bajo lus 
n1i1ximas cnncikim11•:; de •1.wp!1t11 y C!!\erllidild; las soludoncs usadas 
dl'h('n 11•¡¡1r•;c .1 37 ·C. 

1.--- Parti<"ndo de hut•vos l:mbdonados de once días, que deberán 
dcs1nfr<:tarnc ron a_kohol a 70''. se corta sobre el saco aéreo de éstos 
,. se cxtr.1en ;¡s(:pt1camente los embriones cortándoles las patas y el 
pko. 

2.-51'. l·oloc;in lo., embriones en una caja de Petri y se lavan con 

solución s;dína 1sotónira cc11 el objeto de arrastrar la mayor canti· 
,'ad de san¡.¡n~. 

3. -Se introducen en un vaso de precipitados y se cortan en pe· 
dazos pcqueiíos con ayuda de tijeras curvas . 

.¡.-Se awcga solución saiina balanceada de Hanks para quitar 
la sans¡rc intcrn;1 y nH"mbrana l'xtcrna y se .deja sedimentar. 

5.-Se t•xtr<1e l·l líquido de !avade por medio de un sifón. 

6.-Sc rorta e! tejido t1uevamenl\'. en pedazos más finos. 

7. - St· lav.1 11 ucva1111.'.11tc con solu::ión de Hanks, dejando sedi-

mentar. 

1:1. -Nuevamente se extrae ci iíquido de lavado con el sifón. 

9. -Se corta en pedazos más pequeños el te~ido. 

10.-Sc lava con solución de Tripsina al 0.251ó y con un pH. 
aproximado de 7. -1 a 7. 6. 

11.-Se extrae el líquido. 

12.-Se vacia el contenido del vai;o a un matraz conteniendo un 

agitador ma~1nético. 



l 'i.--Si.• l1h1.1 ¡111r 11.11,·1 \!•''"·'•'' 1(1•. ') ,·1 · .. ! 11 - . 111<1 as a un matraz. 

lli --··S•: 11•11trifu1.Jil t•I .'1l11·.·1tl<1 ,· 1 ,•,'ll(l ('1 lCJ(J) 1 · - l l'C\'0 llC:ÍOllCS por nti• 

r:ül«•. 

17.--S" I · · 11 l 1 l 1 'u . .i 1 o1 •: '·" 1r1·llal a111e y l' paqul'tc cdular es mcdi<lo. 

18.-Sc h•1cc la c11,•nta rdul;1r uti!i;,ando la cúmara <le Neubauer 

y se rcsospcnde el sedlmh:nto ;:n una cantidad suficiente del medio de 
~,·tclnkk. hastd oht1.:ncr una suspensión de 55 x 10 1 células por mi. ,_ 

1 <J •• -S(· distribuye en botellas de superficia amplia. prncurando 

que el líquido ;ikance una altura de 1 a 2 cm. 

20.-Sc incuban estas botellas u J7"C. durante 72 horas o más, 
f:¡1st<1 que las c~lulas se hayan adherido a la superficie de la botella. 

]\:,.·11íc;1 ¡wrn In i110,·11/aciór1 del virus. 

Cade11a 11crtícal ( Esq. 1) .-/n,)cu/o.-Virus de la viruela viar. 
Lepa Buckcnat: con ID, .. , en membrarw corioalantoidea de huevos in

cubados 11 dias, igual a O. 2 mi. de dilución l x JO-•. 

"/\:cr1ica de $Ícmbrn de: /3otclfo·f-foc110-Botella. 

1.-EI liquído de las botellas en que se desarrollaron las celu
las se desecha. para después inc.v:ular el virus en las células. 

2.-A las h•)tellas con cdulas se inocula 1:on 1 mi. del virus. de 

la cepa original; equivalente a 50 000 ID,, ... 



l =:·St• H\Jl't'\Jll o la11 bntc~llm; Yll Nc111hrnd11 el ' " . 
f'•'rn 11u1• 1w n•produ"·' ,.1 ,1 1 

; ,, 11 . medio ~le 1.:ulUvo 
. . • . \ ru11, r111p e1111do1<1~ pnrn l~llo, l!! 1111~dlo t 99. 

·l.··U11.1 vi:'· efrrt1n 1 1 •. • i os os pi1!1u11 11111\!tforcs ne lncubnn lnH bo~ 
t1•lla~ " H• ( :. d11rn11tr 1111 tiempo d1• (}() hornl-1. , 

'i.~·-Tr.rnM:11rridas l;rn t;r, horns lle rérnoc el liquide> y 1111:1 c<:lulnn 
qui' •11• d1•!1pn•1Hl1•11 p111 111"d1 1 ·I · · t · '· 0 1 1 i .is¡wt o con 1111 instl'llmcnto especlnl. 

<1.--Se ti ll11r.i lu .ii1tnior. 

l.····~•· cerit1íl1q1.1 ;1proxim;1d.i111cntc a 1500 rcvnlucioncs por ml-
11uto. 1:11 n•1Hnf11\J•1 n·lri¡¡l'rnda ;1 la tcmpcrnturn de Ü"C. durante 20 
111 i m1 to~;. 

S.~Sc decanta d líquido. 

9.-Se inoculan !ns huevos cmbrionados de 11 días en la membra
:·a corioalanloidca la rantidad de O. 2 mi. del líquido decantado. 

1 O. - 1 nn1bar l'I ht!cvo durante 6 días a 37"C. 

! ! .-Abrir el huevo por la parte inoculada para observar el uú.,-
111ero de las lesiones en la membrana corioalantoidea causadas por el 

d<:sarrollo de los vi rus. 

l 2.-Sc co:<cchan l;1s membranas en cajas de Petri. 

13.-Se lavan con solución salina. 

14.-Sc tdturan en un mortero con arena de cuarzo. 
15.-Se centrifugan las membranas aproximadamente· a 1500 re

voluciones por minuto en la centrifuga refrigerada a O.¡C .. durante. 20 

minutos. 

cos: 

16.-Se desecha el sedimento. 

17.-Se agrega por cada mi. de· líquido los si~l'.ientes antiblÓti:-: · 
¡ 00 U. O. de penicilina y 1 mg. de estreptom1c111a. 

15 



l IJ M .... s\' l11•.H·uln11 1 1 11 .i•i lllll' •1'' l llll \'11 W• 11111'\'llllll'llle. 

1,- ... El p;1st• d1· h111•\11" l.1 p1i1111.·r.i lintdl;i de t•:<ta cadena, se hace 
1.<.111lU l'll 1•( !'""·' .tllkf'ltll. 

2.--·-Si• P•'"'' d.- hnll:ll;i ;; hutell;i 1 1111. 

L-~1· 111r11h.111 IJ¡, lior;i~ ;1 17'( :. 

Té, ni • . 1 p.ir.i /;i nJT1lf'ro/J;1dó11 del i:rcdmicnto 
del 11írus en iJotdl;1. 

El ncdmicnto de virus ·e (l>tnprneha en huevo. 

l .-El liquido <ll~ la hotclla donde se desarrolló el virus. junto 
Ulll las ct':lulas qw.: son desprendidas, se pasa a un tubo: se sigue la 
111ism;1 tt":cníca como parn hacer el pase de botella a huevo y se ob
,:crva el número de lcsion-cs en !;1 membrana coríoalantoidca. 

T.' .. ·ni«il p.uel /" tlctcr111ín:1t'ió11 de la dosis infccwntc 
1.·11 \'111hrión de ¡iollo. 

Se 1111.Kul;111 los huevos con la tccnira anteriormente dicha en la 

lnrmit siH11iente: 

Viru~ srn diluir b cantidad de 0.2 ml. a 6 huevos. 

Vi rus diluido In cantidad de O. 2 mi. a 6 huevos. 
' ,·; ..... ' .. 

Diluciones probadas 1 :2, 1 :4, 1 :8, 1: 16, 1 :32, 1 :64, 1 :128, 1 :256, 

1 :512 y 1 :1024. 

Se incub¡¡n los huevos durante 6 días a 379C 
Se abren Jos huevos para obsen·nr las lesiones produéidas poL· el 

\irus. 
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Té.-r1i..·.-1 fl.lril tÍt•t1·rmi11¡¡r l'( .iirmlo de ,.;,.11 /¡· 11 ,· 1•11 
.. ,, 
' illit:li. 

. Lis _cepas orininal y 111ndlf kad11 se Inoculan en In cl'csla ele pollos 
( (k la m1s111;i l'.dad); ~sto se llevó n rabo csc1.1rlfi::1rndo la cresta, y lue
Hº nrn 1111 pinn'I aplicando las rcpni:¡ sin dlluir. Se observaron 6 días 
;il t'<tbn dl' los niak~s Sl' ve c-1 grado de reacción. 

Técnñ.·:is {.lilr<I fo clrli'rminaci611 Je {;¡ ¡iotenria ele sueros 
de :wes 1111cun<1cfos. 

1. - El suero se ohl 11vo ét los 2 ! dias de las aves que habían sido 
111ocul;Jd<1s en la cresta y que habían presentado respuesta. 

2.-Se hi:o re-accionar <l•irantc 30 minutos a la ternperntura del 
:;1boratorio O. 1 mi. de la cepa sin diluir con O. 1 mi. de suero sin diluir 
y '1 l<is dil,Kioncs 1 :5. 1 ~JO, 1 :100 de la siguiente maneta: 

: Suero de Hallina inmune: ( S1) 
: (l)tl cepa ori~¡inal: (e,) 

i 

: Suero de gallina iminme: (Si) 
i 
¡ con cep<t ¡;1odífirnda: (e~) 

\ _,.--------·-• ••-•Y-•----··-·-·---•~--------' ---------------.,.-

e, S, 1 : 1 e, -t- S, 1 ; ! 

e, ·- 5, 1 :5 c., -1~ S1 1 :5 

C, s, 1 ; 1 () e, -f s, 1 :10 

e, 5, 1 : 100 e" + s, 1 :100 
------ . .- ... ~·· -·-· ··~-· , .... ·- ---·--- -~-.,,---·-

i ¡ ¡· · e· (S ) 1 Suero de g:1lli1.1<1. inmune: (S") Sul'ro <:: ~¡.1 1.n;1 tnrnun . " 
e ) con <.:epa mod1f1cada: ( C2) · nm n~;-,;1 O- iqinal: ( 1 

e, i s,, 1: 1 

e, + s .. 1 :5 

e, + S:: 1 :iO 

e, + s~ 1: 100 

---·-------
e, . . Cepa original 

-- ---------- .1 ----·---·----------

! e, + s~ 
C~ + S2 

C2 + S.1 

1 :1 

1: 15 

1: 10 

C:: + S~ 1:100 

e, Cepa modificada 

S, - Suero de la cepa cfrigi11éll _ 
s~ __ Suer~ d~ la Cepa .iiio~~Ef~ .. 

cada. 
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i. ---S1• •l\P t'\I'.' t 00 1 l. d1• pP111rtlí11a por 1111. y 
.•tltÍr111il por mi 

111¡¡. de ciitrcp-

·L-S1· dl'j.111 <1rt11;ir In., .1ntibiótkn.~ durante una hora n tcmpern
t;11";1 del l.1h11rntorn1. 

.:; _ L,~ 111l'::d;1s : e 111orul¡111 cada una de ellas en •1 huevos. 

(l, -S1· i110cul.uo11 ·I huevos como tcslÍfJOS de cadn cepa (sin sue-
1 o) " lit:: 1:<111l ir.L:dt•s de O. 1 y O. 2 rcspcctivrnncntc como control y 
¡i;1r<1 puntu de rden:th'.i:1 del de~;1rrnllo rrlativo del virus. 

7. -St~ ínn1li;m los huc\'os 6 días a 37"C 

.S.-Sc abren los huevos para comparar los grados de dcsar~ollo 
,. \'Cr h<1sta quL' diluciones de los sueros se neutralizaron ~:'i'S cepas. 

< ·; ,· 



Sr ~1\111icm11 li·~ 111l•<111os p¡'~º~ q111~ cu lo técnico 1, llólo que c11lc 
.-:xpc•ri111t·1Hn .. ~•· llc·v1'l " ~·ahn ton diludmh.':s de lns des cepas hnstu. 

~/ l · 100\l n11m1 s1· ind11:a en el s111ule11tc t'U01dro: 

. . " .. . ................... -· 1 

¡ .. ¡\" Sul'l'tl dt· H•tllin.i 1111t111ne S 1 "H" Suero de gallina inmune S, 

t.'Oll tCp.l ori\1i11,i( C. COll CCptl modifkada C~ 

s .. e, 
s, r e, 
s. e, 
s. i e, 
C:1 L Si 
e, ' s, 
c. s, 
c. ·i s, 

1: 1000 

1: 100 

1: 10 

1 :'i 

1: 1 

1 :'1 

1: 10 

1: 100 

s, + 
s, + 
s, + 
s, + 
C2 + 
C2+ 

e"+ 

e" 1 :100 

Cz 1 :10 

e~ 1 :5 

s. 1 :1 

S, 1 :5 

S, 1: 10 

S, 1 :100 

; .. e· Suero de willina inm unc s..: .. D" Suero de gallina inmune Si 

l (·~ . con cepa modificada e~ nrn 1.-epo1 ün~¡ina ,, 

S. ' e, 
e 
e, 

S, ·· S,, 
C, ·1 Se 
e, s~ 

1: 1no 

1: 10 

1 :5 

l: 1 

1: 5 

1: 10 

C: + S" 

e"+ s~ 
C2+ s~ 

e~+ S2 
C2+ S2 
C2+ S2 

l: l 

1 :5 

1 :10 

1: 100 

1: 1000 

1 :10000 

' ·-·- + --'<•••••~M••--~-·-··------~~---·----~-· --.. •, : 

e, Cepa original 
e~ -~ Cepa modificada 

s = Suero oi;iginaL 
1 . . . . ... 

5 2 = Suero me>dificad~:i -
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Aíli1pfm:ió11 d1~/ !'irn.~ /1 t•11/t/t10 di' t~jicfo.~. 

Dl.'~p111:s de n11111cro!;o~ mtcllW . ., pnrn loHrar el dcsnrrollo ·del vi
rus •'11 ntltn·o de tejidos. de In~; que hablare. pl'lmcrnmcntc. 11c logró 
!t;1ct>r qul• ..::ste ..:n·ri1•r;1 .~inuirndn el Esquema 1. 

'f'l'jído.\ de IJtIL 1•0 cmbrio1111clo. 

!'vll'mhrana Corionlantoidca. 

Emhrión total. 

Pnmcr.imcntc ~;~ prr,n:dió a obtener el cultivo de tcjido5 a partir 

di.' niernbrnna coriolantoidca y de cclulas del embrión total. Las célu
las de b membrana cmioalantoidea presentan cierta dificultad para 

. :d lwri r,;1: '' la pared <k la botella por lo que el des¡urollo no era su
t il:il'n te. Sin embar~¡o. se si\]Uió usando este cultivo paralelo al de las 
-:l·l11t.1s de L'mbrión para compar:'lr lm; resultados; debido a que estos 
! ucron porn cimcluyentcs ~.e c\¿:scrhó el cultivo de (élul<1s de mc111bra-

11;i rorioalantoidca. 

Virus liofilizado. 
Virus recién aislado. 

V í r u .s 

Se inocularon los virus liofilizados y el de \a cepa recién ais.- · 

1 l J t 1 ltl·v de células de embrión 'como 
c1c a simu ti1ne;.1111cnte anto en e cu o 

en el cultivo de \.'élulns de membrana. . ._ .~ 

Esto se llevó a i.:abo con virus concentrado y diluido l :f(); ~b~ 
, d cJ'or d,,s·11·rollo del virus de la cepa sin liofilizar servan ose m ~·e . .. . . . 

!l~ que se empleó ésta para la ínm:uladón de las botellas. · 



f\frdin d1'. Md11íd. 
fvh•d10 l !)C), 

El mnlt11 d1· f\irl111ck :-;¡: llliÓ ¡)ar,·1 '.'.' ,¡,, •. º. ,·11·1·ollc> d . · ¡ • 1 ~ " '" \¡111 Ct
1.lulas ob-

l t'111,•1H 1,,.1: 11111y h111'.11<1~, n'.:-.11ltado!<t. 

El 111i:dio 1 qq ..,e 11 uJi~< . . . . 1 

¡ 
. .. ·' p.ir.i ti t 1'.sarrollo del virus enco11trJ..n 

\ \)St' 1' "l' , •. - 1 • . J 1 1 ' il • , . . . • """ m ~"11 rn io. por o qu..:. :-,e proh<i el medio de Mdnick. Este 
vrn t.1111h1 .. 11 ,·11 •"•t•• '"'"º· re;ndt;1do:-; siltisfadnri!JS. 

S,· SI JllIÓ l'l i 1 l 1 . · .. · ~ P .in 1 I' 1.iu·r os pases por rultí,o de tejido:; altcr-
11.1dos c011 un pil'iC pnr huC"vns cmi)r1c>11·1clci t' ¡ ¡ l . · · · · • s para es 1m11 ar e e csarro-

tlo d1·l virtts rp11stit11vendn esto la c«dcna vertical. 

Simultúncanwnt.- si.' hicicrnn los rases del virus solamente en bo-
1 . s e•: .~¡it os. o que rcpcscnta a ca cna horizontal. t~lla.s.· co11 ·11lt1'\'(1 \ t .. 1 1 1 d 

P;1 r .i la oht e nr ión de i des•ir rollo del virus en cultivo de célula'> 
de 1·mhnún <h· p[l\lo l'll d Esqut.'mil 1 hubo necesidad de efectuar 10 
ll\ll'\'il' ~1l'rnhr;i•, (dulares a partir de embriones de pollo de 11 días 

·''~p1icndt> 1~! 11wtndn .:1t;tdo en d .;apitulo seg11•·,do. 

L<>~; 11\l')On·:-. r,·sult<1dos Sl~ ohtu\'ieron sembrando 55 x 10' célu~ 
lcis por m l. d1• 11\t•diP lj¡. 1v\l-Jnick. que fueron iOCttbadas duante 5 días 

;1 37··C 

Un;i vez obtenido el desarrollo de las células se procedió a. la 
i:10culación tlel \'irus (por duplicado siempre) utilizándose la cepa 
Hucken;1u con l !),,,, en membrana corioalantoidea igual a 0.2 rol.. de 
dilución 1: 1 o-• y como medio de cultivo el medio 199, éste posterior.;. 
111entc se cambió por e 1 medio de Melnick que dió mejores resultados. 
Cuando no hay cambio en el color del medio indica crecimiento del 

,¡rus. 

Constituye lo anterior el primer pase y punto de partida de la 
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• 1- 111 1~111~·lll 111 p11ntn 1 1• pntt!tl11 ¡H1r11 111 ¡lrlmern _ 1.«1th:11il vetlki•. \.' > 111 • 1 
\-adll'ttll h6rf:o 1tl1 

!)(" rada ,i;1 il' .4C CX!filJO d cllhtl'·Ohjcln~. l)UC ptl'Vlillltl'll(\~ !IC 1;0• 

lm:ó en <'I intl'I 1r ele las hnh·ll;rn con d objeto de observur 111 mkroa-
,·opio las ¡,. in·1c;¡ dlnpatolóHkas oe.i .ionad<111 por el viru11 11 las d:lulirn. '' 

l lw di :r<'tlh'.<> ,tfi11idad1~s de los virus por laH d~l11l1111. caus1.111do 
;it\111nos k•ant1t•s en l'l pc11topli1fl!lla que s(' 111nniflcttta11 por la apnri· 
( 1(111 1k \ :11ulas; ol ro'i r;i11s;i11 ksioncs en d núdco ddormúnclolo 

l.;1•\l,1 !k<' l ,1 dí;.¡wr'..1rln. 

El rn:. dl' '" \'lllWl.1 !w1;11 ;ti.tea al núdco <lcformfmdolo ha11tn 
prl'st::nt. ftll 111;1~ .d.1r~1;Hla:-. y ;il111111a~ vto~s disHfC5Já1Hlolo. 

A :ad;1 ¡1.1sl' pnr hotdla se le hiz.o la prueba de supervivencia 
en 6 huc\·o:. co1:::prob.111do así los efectos dlopntoHénicos de las cé· 

í u las. 

Un;i w:: resultando positivas v;t;;is dos pruebas se efectúa ei sí

~iuicntc pa~;e .1 hotclla. 

Priml'r ""'" [H'f 13tJtc!la. 

Se inornlú 1 mi. di:l virus de la cepa original n la boteÍla I Y 

~;l' inn1hó dur;111ll' ·l días a 37"C. 

Primer Pase por l /ucuP 

Se inocularon (1 huevo:; 

por botella, ;;i~:ido i11cubndos 
tando 4 + de desarrollo. 

con O. 2 mi. del liquido del primer pase · 
a 37"C. por espacio de seis días. Resul., 

.·,<;' 

Segundo P.:isc por /3otdfo. 

Se cosecharon las mcmbrnnas de los huevos 
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s «,:,• 1.• 111./( 1 ·1 1 l ,. t' ' )t• 11 ,n - - - fH_'PP .. 

C1111 O. 2 mi. •.k !'!11~pe11•1ión del 2o . • • 1 1 . :1111,~vc~. i1;\·11l1"111li<··l·>. 1 . l .. íM.tc por iotel a. !'.e inocularon 
• • • • '• pn1 1111 ·1psn • ( t· ·17 •• , ... d\·~;;1rrolln. . . 'i. > '111i1 n ·' "L, Rt~!iultando 4 + 

S1· •T~•.Th;1n•11 !,)'. 1111·1nhr.111.1:- d1· los hul'\'OS i11Í\•r1.i1dos 

!'·'"'' v !•>' prrn. t'lk " !.i a1HH_11L11:1ón de l;is botellas 111 ron 
··uspe11~•"•!L 1.k,:111do"1· rn .. ·uh;ir d11rc111tc 1 días a ]7"C. 

c11 el 2o. 
1 1111. de 

n. ll 

do 

Cc11 O. 2 mi. dt· sus1w11s1ó11 Jcl Jcr. puse por botella se i1ioc.ula
hu .. '.vo.'. 11H uhú11doins rcr un lapso de 6 días a 37"C. Resultan· 

·i ' di.' cks;1rrnllo. 

Si.· 1:P"•·ch;irc•n las rm~mbra11<1s de !os huevos infectado:; '!ll el 

.in. p•1se \' !'I' ¡H·c,cde il l:i í11ondació11 de las botellas IV con J mi. 

c.••.' :·>11spe11,;iún. dl' ;:1ndo,;e inn1h;1r 't diil!• " J7"C. 

Con O. 2 mi. tk s11spr11sió11 del ·In. pase por botella ~e inocula· 
nm hm~vr!". ino1búncklcis p11r 1111 lapso de () días a 37··C. Resultan-

do ·! ' de dcsarrnlln. 

Quirrtu Pase !1or Botella. 

Se cosechMoll las membranas de los huevos infectados en e!' 4o.' 
pase y se precede " la inoculación de las botellas V con· 1 mi'. de' 

suspensión. dejándose incubar 4 di<is a 37"'C. 
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nin 

do 

<Jt1illfP />;1•.(" l l 11c "º 

Sexto fl;1.w ¡H•r /Jn1l'i/.1 

Ct'!l O· 2 ml. de ~us¡w11s1ún d1'l (lo. p;1:-.c por botella se inocula

ron !111t~\·os. 111(ubi111dolos por un lapso de 6 días a 371>C. Resultan-

do -1 · de d1es;1rrollo. 

Se rost•ch;1rnn :;,,, n1c111hr;111a!: de los hueves infectados en el 60. 

p;ist' y se pro<:•:,k .: Í;1 111m11l<1ción ck bs borrllas Vll con 1 mi. de 

susp•:nsH\1•. dl'ji1n,!<~'l.' i11c11h;1r ·I días ;1 37"C. 

(:un ll. ~> ud. ,\.- s11-:¡H:n~ió11 (k l 7 o. p¡1sc por botella se inocula
ron huevos. 111d1hi111dolos ¡mr un l;1pso de (¡ dia!\ a 37"C. Resultan-

do 4 ' de dl's;1 rrolln. 

\: 

Se coscd1aron las membranas de los huevos. infectados en el' Jo. 
p<ise y se procede a la inoculación de las botellas VIII con l ml. de ·. 

:~uspcnsión. deiúndosc incubar 4 días a 37~C. . . 

Octai•o Pase 110r J-f ueuo. 

Con O. 2 mi. de suspensión del 80. pase por bcitelia se inocula-
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ron huevos, incuhándolos por un lapso de 6 dias a 37•1C. · Resultan·· 

do .¡ ~ de desarrollo. 

Primaa C:iid>'na / lorí:orital. 

La botdl;:i l en q11e se cfcduó e! primer pase sirvió de punto . 
de partida para la pmncra <;;1dena horizontal. suprimiéndose. los pa;. 
ses por huevo para lo~1r.ir la a<laptndón del virus al desarrollo. ~X':' · 

c!usivanH'nli: rn ,·ultivo de t;~¡i<los. Explicado ya anteriormente 'él · 
primer pase. (k In '-ll!>fh'.nsión obtNlida en éste se inoculó l mi. a la 
()O!clla 2 dt·jiin<lo:;c incubar durnnt.c •! días a 37•1C. constituyendo el 
sc~¡undo p;1s<· y así sucrsi\'iHnc11H: hilsta ci 3cr. pase en que el des

arrollo dd virn.s fu.: nc~¡;1uvo. 

Scyurid;i C.1<kn.1 I iori:o11tal. 

De 1;i hotdb 11 d('. la cadena \'ertical se llevó a cabo la segunda. 

,-,:dcn<1 hori:nnt<il. en la forma si~p.1ientc: <le la suspensión Je la bo
tcltn citada se 111o(uló l mi. a otra botella con células, )' así sücesi-. 
•;¡¡mcnt<.'. h;1sta llc~¡<·r ;d '10. Pase en d que el crecimiento del virus. 

lt1e nc~ptivo. 

Li. Hnt e 11.l de dcs;1rro!lo. 

2il. Borcllii de desarrollo. 

\a. Botcl l.1 de desarrollo. 

.¡ ;!. Botcll<t de desarrollo. 

·i,1. Bntdl;i de desarrollo. 

Por lo o•.tc se susp1cndió esta cadena. 

Tercera Cad1..'rw Horizontal. 

De la Botella [ I l d1~ la Cadena vertical se llevó· a cabp la:~t~r~c~i:~ .· 

1 
. . :l ¡ . . técnica que p<"ra lás otras. ca". 

cadena hori::onta . s1gu1crH n a misma · . • . · · . · " ·., ; .... · .. · : 

<lenas. 
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L1. 13ot cll¡¡ ¡ :· 1.k de :rn rl'Ol!o. 

2.1. Botdfa l 1 d1· d\~irnrrollo. 

Ja. Jfot1~lb t, di: dc:;arrnllo. 
·ia. Botella de dc~;arrollo. 

5a. Botcll;1 c.k desarrollo. 

()a. Botella de desarrollo. 

C;idL•n.i ~¡f. llori :ontal. 

~.ic t•n<1 tTSll to ;1 o )Sl.'.rvar d poro éxitp en d desarrollo de Est;1 .. l l 1 l 
i. ,1r _un cst1111u10 por huevo des1rnés de la bo· virus ¡rnc·,, si' ,ri<·1tsó en l . , 

tdla 2 de L1 , .. ,dcn;i 11 ¡ ¡ r· ¡ · ·.:n ª que hubo + '· ; + de desarrollo). 

la. Botcll<1 

2<1. Botella 
~a. a 1 'ia. Botclhl 

de desarrollo. 
de desarrollo. 
de desarrollo. 

Ca;::-:;: C<1<lenil l fori:or1rn!. 

la. Botcll:1 
2". ¡1 4r1. Brncll<1 
'-:a. a l 5a. Botella 

•· ' de desarrollo. 
de desarrollo. 
de desarrollo. 

Quí11U1 C;nlcn.·1 Jío1i:untal. 

la. Botella de dt:sarrollo. 

2a. a 3;1. Bntelb -!· de desarrollo. 

4a. a 5a. Botdb 
,. d1.~ desarrollo. 

'.i 

Esta cadena se siuuió hnsta el 5o. pase pues se hacia simultáneo: 
a las otras como precaución. es dedr, para no empezar la cadena. s!·> 
~]Uil~lltC desde el principio cuando no SC hubieran cbtet1ido resultados 

en las cadf.'nat' anteriores. 

Se susptndió esta 5a. cadenn pues ya se habia adaptado el virus 

a desarrollar en rultivo de células de embrión total. 
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E~q lH'llW >.:o. 2 
Resultados obtenidos en 1<1 dcrcrmina<1<'in de !<1 dosis ínfenanu: en cmhrión de pollo 
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C: Virus- obtenido el l 0" pm;e por botella de Ja IV C)dcn~i hori:ontaL 
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A p;imr de 1.1 dilm:ión de 1 :]2 se obtuvo :mn dlsnilnucion en el 

d1'•arrolln d<: !ns \ iru~. h;1~t.1 h dii11dón de 1 :256 donde se obtuvie
ron ;;; k~:iom•,.;, tl'll11'.tHlo 1·11 ,_·\l(:flla que ttnil dosis ínfectantc equivale 

a una ksión rcnc:rnn:; q11c: 

¡ 2",(1 

cnronu'.c-. h.1hl"i1 12.'ill dn.~is m !ccfi.llltl.''> en O. 2 ml. de suspensión de 

\·1ru•: d,· l;i l l);i. hotc:!l.i 

Se utili:;:mm diluciolll'S hasta 1 :1020 observándose en todas las 
dih1·:1c>nc:s un ,k~ilrrolh cxh11hcrantc. este experimento con la cepa 
oriHinal ~e hi:o como punto de comparación para ver si no había 'ba
jado s11 pockr infe..:tanlt'. durante el tiempo en que se verificó el tra-

hnjo. 

I<csu ltados •'.11 I¡¡ dctern11nac1ón del ~¡r.ido de virulencia en aves·. 

,h' h cepil obtcnidi! al tin. Pase. 

L;1 11wrul;1t·1irn pnr esc<iriflc¡ición de la cresta en tres pollos para 
.:<1da ,· .. pd: ,,,. <'h:·n\'<' dur;inti.: 6 días al cabo de los cuales se obtu-

\'icrnn hi.·. :,1~¡111c11t1:s n·sul,;idos: 

Las ;
1
\·c:s llHH'1d;id;1:' con I<: cepa original presentaron numerosas 

!.::-;iones loc;ili::.1d;1s en la ncsta y órbitas. 

Las ;I\ es inoculadas con la cepa obtenida al 60. Pase por }3ote-" 
lla presentaron lesione~. apro:dnwdamente el IOí;.é con respecto ·a la· 

cl'pn ori~1inal. 
Esquema No. 3. 

(0!1 

Resulrndos de ¡¡¡ potencia del suero de aves vacunadas tant<> 

1 l
'()

1110 
•'<Jtl J,·1 cc¡,;1 obtenid<1 al 60. Pase en cultivo. 

la cepa ortHilia • 
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1 
\ 

¡ 

1 

E~q m· nin No . . 1 

"A" e, + S, "B" 
..... ·<··~- • ., ........... ,,. ... ~···· -- ···--'~:: ....... ~'!'~·· 

~~ .. ~~ .. :~s: ........ :-~.J '········-·•·•·•« .,, .. ~ ~ ........... 

A, \ : 1 ·! + B1 1 :1 + 
A, 1 :5 ·1 • Bo 1 :5 2 + 

{\' 

A, l : 1 o 5 n., 1: 10 2 + 
' 

¡\ 1 l: 100 (> B, 1: 100 3 ··1-

. ------··'·-·-J 
"C' e, Se .. D .. e~ + s~ ____ . _ _J 

.. ····-··· .. ·--· 

e, 1: 1 3 .[. D., 1 :1 1 

c. l: 5 j ·i· o .. i ,::; 
,.• 

. ~ 

C. 1: 1 o l\ll ue rtos D:: 1 :10 

c. 1 : l t)O 'l + 1), 1: 100 ·1-

El suero obtenido de las ave vacunadas con las dos cepas se 

usó en las diluciones indicndm; en d esquema (No. 3). 

Y bs n~pas s(· usaron ~;in diluir en todos los casos. 

C;J~(' ;\.-Como puede observarse el suero de la cepa original 
al pcncr: e f renk ;1 b misma cepa hubo una 111uy escasa neut.rali:.:a-

ción. 

Caso H.-El sllcro de la cepa original neutraliza pero no en alto 

" 

\lrado a la cepa modificada. 

Ca$O C.--El suero de la rcpa niodificac!a neutraliza la cepa ori~ 
Hinal pero t;Jlllhil'.~n no en alto grado. 

Caso D. -El 
511

c·ro de 1<1 cepa modificada neutrali:a fuerteinentc 

'.,u rcpa homólo\P· 
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l?.c~1t!t,1do~. d~ l.1 ¡)ntellna ;,_\•·! ,. d ~ ~ucm e ave:. \'acunadal: tanto con 
b 1:c¡).i ori~1.i11;1i n1mo rrn1 l 1 "''I' ·)ht • ' t t . ~ , '" ( ( n 1t a a f>o. pase en cultivo de 

tt•jidos. 
- ·~.....,....~. ~- ~-· .~ ... ""·-~~.., 

,\" e s "B'' e~ + s, 1 

·-· ····--· --·-~···-·---~- -·----........ ~-~-· .,..._ ............ , 

...s ,. :\ l) 100l1 2 BC 1 :100 
,. AL l ! tld 3 - r::: 3 +¡ ,. o. BB 1: JO 

:J'. ,_, <,. 
4 

,_,_ 
"' :\B l l ll ., :/; CJ t.; + 

e: '" 
;: -o ., BA 1 :5 4 + 

~ 1\.-\ l : ') 4 .2 
'..; V B1 Sin diluir 5 + 1 

~ ,'ti Sin ~li:uir 6 
:;¡ o 

6~ 
....... B.: ,_, . 6] ..... 1 :5 4 +: 

CJ 

" A, 
B. 1: 1 o +l 

·,,~ l : ., ó 
,.., :¡; 4 

:\ l : 10 5 
B; 1: 100 4 1 

+· +¡ 
A l : 100 5 ..... 

\ 
-···-.----'--··-

·c .. c. ,, S: "O" e~ s, 
- .. ~ M •••·---·----~- .. -- __ .... 

ce l :100 ::L º· Sin díluir 
l 

..!.'; <": 
-; 

c.. CB ! : ll1 1 -~·· 
i 

;q ..:: '-' CJ\ 
'JI De 1: 5 -~ 

' :::; "" ·..; 1 :':i l -~· l./ o 
~ 

e: ... D, 1: 10 -! 
o "1 1 _, . .., 

; ·- e Sin diluir 2 .. ] ¡;: D, l: iOO 1 
' ·~ 

1 :::: ·-· 
e -¡¡ 0,, 1 :1000 
.... e l ;) J ·f- i5 

±¡ 
',-. t.J '-' 

'"tl 
1-... w e " D. l: 10000 2 

1 : 10 4 + 
+¡. 

>/) 
1 

-·-·-·······--"~'"·-·--,..-----· ...... 

C.:iso ... -\ ... -Como en d primer experimento. d suero d~ la cepa ·
1

. 

cn\1iniil tamb1e11 dió muy ._.scas<1 ncutrali:ación frente a la cepa homó··.~ 
:ofFI. dil11yc11do el virus si hubo una neutralización ascendente cuan• 

do había un~1 dil11l·ión lad;i ve: mayor de los vir;.1s. · . ·. , 
Caso "13".-EI sm:ro de la cepa original. tambicn en este. expérj-· 

mento. 11<'<1tr<1li:a ;1 la i.:1'pa modificada en un grado muv bajó:ya,:qúe' 
;,ún en dil11ción 1 : 100 es poco notoria. . . . . ' 

Caso "C"'.-Ei suero de la cepa mqdificada neutraliza la c~¡:ii 
•;,ri::¡inal no i:n alto ~¡rado y diluyendo el virus l :5:. frente a.s~ero:. 
rnnr:cntrado hubo va una mar.::ada neutralización. · · · 

Caso .. D". - ri.i. :mero de la cepa modificada en este experím~to. 
IH!utrali:a ;i su ct.'pa homóloga casi total111cnte. hasta· la . dilución 

l :1000. 
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1.-En d cksarrollo de cdulas de tejido en hotellm;, los mejores 
resultados .íucrmi (;btcnidos con cl!lulas de embrión total,' pues las cé· 
!11las rroadcnt\':S de mcmbrnna corioalantoidca presental'On dificulta'd 
de adherirse '' la pa:cd de la hotclb por lo que no se <les&rrollan 

sufkkntt·mcnte los virus. 

2. -L1 vi;ibilidad de las e dulas de embrión total continuó por 

periodos hasta ck veinte días. 

3.-AI usarse tanto el virns líofiliz~do como el recién aislado. 
pudo comprobarse: que los últimos desarrollaron más fácilmente ·en 
.::ultivo de tejido que los liofili:ados probablemente porque afecte al 

Yirns J¡¡ liofili:;1ción o ,~¡ tiempo di~ almacenaje. 

-t.-- El virus de la viruela aviar pierde la propiedad de reprodu

cirse con l,1s (Oll~¡claciotH'~ y descon\'¡clncioncs. 

).--El m1·d111 de l\klniá pn~scntó cxrclcntes resultados tanto 

par11 el 1.ks<1rrnlln d1: ..:l·l11Li~· ,muo p;ira d crecírnicnto del virus en 

rcbdún con 1•l rn•:di11 l lJll. 

fi.- Lh· los n",11\tadns d.:l Esquema podemos concluir que 

el virus lo~p-1\ ;1daptarse al rultivo de tejidos porque: 

"} El p<1sc por huevo en la cadena verticc.11 estimula periódÍca

mentc d desarrollo del virus. 

b) En la 1 a.. 2a. y 3a. cadenas puede verse un~ 
adaptación del virus a cultivo de tejido. 

e) En la cadena 111 A. puede vc(se que el pase .por •hue~ó~él~:... 
. . . . d m""ll. te ·el crecimiento anterior'. 

de empezar esta. mcremcnto Hran e ... · .. · , . ·, 
tes 
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obtenicndosc sólo una li~J1:r.1 dísminudón de .: 11tc re11pccto al denarro· 

!lo normal del vlru~, 

d) En l.1 •:<Hiena 1 V y•• puede vcrs1: una adaptación hasta el 

! '~o, p.is~ pnr ho!C tia. 

7, - H e:--.p•'rtn .i b lll Í l'ctividad ti\ embrión de pollo hay una dis· 

111in111:1ú11 n·!->pedo .1 l.1 rcp;1 orlHínal t'<111s¡¡da 11al vez por: 

,d l>1'..r1111111'·iún del 11únwrn d1~ virw; t'll l,·1 b·•t<>.\\,·1 ".11 v , , crnnpara-

,:inn a l;i ""!'·' 1\11~1111;d tk~:1rroll;ida 1·11 membrana corioalantni<lea don· 

th• p!'<'.~t'.111.1 .'ti tk~ .. 11 rnlto 111:n.i1110. 

b) Dism1nució:; tk l;1 inkttividad c¡¡usada por el cambio de me
dio de vid;i, de m~mbr;rn,1 corioillanioidca por .::ultivo de tejidos. 

S.-L1 \'indcnci" de b .:epa del 60. pase en la cresta de pollo. 

disminuyó <'.ll ~F·1n •'.sea la res.pecto a la cepa original pudiendo ser: 

<1) Debido a que los virus eran meno,, numerosos ei1 los culti-

\'OS ¿,, \'1s botellas. que en la t:epa original que procedía de la mem· 
hr;111;1 rt>1ioal;1n:cidca e11 dnnd..:: es sabido se desa:-ollan exhuberante-

mentí.'. 

b) l kh1do a una dismrnucíón tanto ck la e:xtcnsión como de la 

dismi1111ci1)11 cn \,1 intcnsid;1t\ de n:;:icción del virus al lOo. pase cau-

sad.i:; <:n l.1 ;1d¡¡ptación al nuevo medio de vi<l•i. 

9.-Pott'ricia del Sucro.-Estc experimento no se hizo en una es
cala suficientemente grande como parn obtener datos exactos pero 

puede observarse los probables resultados. 

o) Cn>o ;\.-En el qu< hubo una muy °''"'" neut<aHzaCi6ri• el:{ 
suero frente a su cepa homólogil puede deberse: 

lo.-A que \¡
1 

cepa no había sido pasada recienteme;nte; ~or hue~ 
vo y tal vez la duración del almacenaje tuvo efectos penudi~~al~~ 
bre el poder inmuni:antc de .la cepa. 
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2o.-- Debido a que el vitu!i t:st.ab;1 
no akan:ó 11 ncutrait;.ar (•l nrny conc:entrodo Y el suew 

\'Írtt~. 

f>/ C.1so 13 El · • 
. . ' -- :: s11ern <1c ia (t:¡;a {}rígin~1l neutraliza er n 

i!ll Hr,1do h.i¡o si la Cl'p;; obtcnid<c del 60 ¡n:; .. en . lt' d p o <l o 
pudiendo ser debido .. qui: · '· 1.: cu ivo e te/! os 

. l º,·-El "11.:ro tk !;i '"!l.:1 ori~1111al romo ya Sl: dijo puede tener 
tin tltu o n•I!\' h.i·o ¡·•q¡· !1 •'¡-.- l · ·• f · l ¡ · · 

1
· ' ' " -1: r '1 .i J.it u ~· po< cr mmtmízante de Ja cepa 

·~rí~¡m;d ,d .1.m.1n·n.cr"1' d t11'mp<> qw' durfi este trnbajo. 

c·1 (.',i,,p C-EI suero de !a cepa de cultivo de tejidos neutraliw 
la ccp;i oríf¡inal i~n un nivel .im't5 bajo que el suei-o original frente. a 

la cepa de cu!ti\'c de tl'jidos ornsionado esto probablemente; 

l.- Dt.:bid1.i <i b ..:l.:\'ilda conccrnración de la cepa origjpal. 

2.-~Tc1iJ<•ndo en cuent<: adcmús que seguramente la cepa de cu!.., . 
tivo dt• t\.'j1dos w;<1d;1 para !;1 inmuní::ación tenia una concentración ' 
m11c!m menor ;¡ Li ~·rnpl<."itd•t p.:ir l<i cepa original ya que como se ha 
rcpt'!idn. l.i n•p.i ori:1mal fu~'. obc<."nidi! de lil membrana corioalantoi-
,! .... ;i dond •. · pr<.:'t'tll.i \:'\celenk d1,.•s;urollo. 

d) C.iso /J.- El .su,:m d,~ l;1 .:epa modificada produce un suero 
'º11 un poder 11eutr;d1:<1nk bastante elevado. 

e). -E! .stl\~ro de l<t cepa modílicada tuvo en este trabajo más · 
poder de ncutrali::ación para la cepa original que el suero original;' . 
o ~ca. que tiene mús poder ¡111tigénico el suero de la cepa ~odífícada': · ... · 

. ,'· .·· 

E).~ El .suero modificado neutraliza mi1s foertemente su. pr()pia· 
cepa que a la •epa oríf¡in<•1l. 

De los resultados obtenidos en el pdmer experimento, para pro
bar eJ poder ncutrnlizante de Jos SUCl'OS de las dos cepas Cll estudio, 
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:1! < :,1,<' ·· :\ ··--En In,. ll'.sult.1d 11s d1.· t~sta:; pruebas. se notó una 

:1L·utrilli::.1n1·rn l"'"1t1·•;1 111;1111.lo 'iL' dil11y<· el virus. 

h 1 C.i~•) H - i .k i1·, .. n·:;ult¡n\I):'. en d ~cgundo experimento res

¡1<:d11 .. d pr1111.:n:. pu•:d1· 'ers,· qul• .:::\ ,.ul'ro de la ct'.pa críginal en este 
'"~1undn c·-:pcnm~·nto r,:..,ultó 111i1:.; di:htl q11c en d primer experimento. 

ilrt1h1hle111<:1Hl' 1kbido .• un,1 dikr.:111e 1cspuesta de los pollos: pero 
¡H1th• \'c·r~,· 1\11'· .i Li dilucít"111 l: 10\1 dd vHus hay una lí\¡era neutra-

ii:a,·1ón. 

1 J Casi:· · C". -- !.es resultados .:11 es!c se~¡undo cxperilll(~t\to y en 

d primero. rc;¡h.'do ;1 lo:-. p;1sns q11e se repitieron. fueron un ptKO dl
\CrHrntc": sólo q11t.• Vd •,t' !lota ;·n la dilución del virus 1 :5 unél mar-· . 

.:;Hl<1 11e11tr;ilí:<1~:ión 

¡.; c,¡_,p . [)". --· l.ns n::;uli.:idos tamhi-:'.n en este caso. confirm<lll ei 
¡inm1.'.r cx¡wrim<:nt< .. \' ;1d1·ma:-. se observó que el suero a Jilución l: 100 

:,·;ti;1 un pnd1:·r nntl r;ili::antt~ ,~le\·,1do. 

1 k los r,'.suh;idos hail':-. observados en ci primer experimento. 

puede dcnrs•: q
11

1.· ~; 1 ..: 1:p;1 nri~¡it1<il 11s<11:l<1. se cm:uentra a elevada con-

ccntr;1cH\n. 

"•':.~~ 

·o. 

k) .-El su»rO d» L1 c.:pil original. :K'1lo ¡1 diludón de. 1 :100 del vi-' · 

:us modtfkado cmp1c:.;1 a 111:utrali:ar esta cc.pa. · ... 

1) .·-Se comprnhú que d suero de los pollos inoculados con yirus 
· ¡ · · · t · ood""r neutrali.,•rnte mayor 

P'()\'Cl11Clltl' tk 1:\1 tl\"O (\¡_' lejl( o tiene un . ... . e _, • 

l d 
· · ·ultlv·1do en membrana 

que d sucrr, de pollos 1tHJCll a os con virus c. ' 

coricalantoidea de hut~vos cmbrionados. 

1 ) l V 1 lll .~t<',{ll·) 
1
,,.,c . ., una futura producción' 

~ .- .;1s l't1la¡as < 1.'. este ~ ' " 
;:' 
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í''' 

1 ¡ - E~ m111 hn 
huevos emhriu:~dth.~~ 

1;i;ojo d<: blln.-;. 

tnil'l ~~·nullo 1•mpl~11r d cultivo de rejl<I"" 
1 ¡ 1 . "" que ,., 

poi t:' ' e ic,:1d<) n1ídado de ob!H!rvaclóu y mu. 

2.--Sc dírnm;1 ur;111den1e1.\t!~ b 
hllC\'O!-, 

dmtí1111inación Drovcnien~~ de los 

J.-flrj•:tkillll!:'rHt' ¡rncd~· \ l't:-.lé que etonóm1camcntc es mejor. 

·l.---1<,-:,¡'t:lin ,d \ 1n1;. .·.e p11eJl' decir también por la numerosas 
•.·b~,·rva<:ion•::.. c¡ui: t'.:,f<• mdodo d;irí;i un¡¡ trniforr11ídad en el crecí~ 
r,Hcntü (k ln ... \'11 th y;i q11.~ :,e podri¡rn hacer lotes Hrandes de botellas 
~an c1dt1n"' dt' :<:¡h!l 1;; :-.(Hn<'.tido~ .i lil~ mi~m;1:-; condiciones de des
.,rwlliJ. por ¡,, t.1nt"' ··~to.~ nil:i\'n:-. produ.:írian un medio uniforme 

p.ir;i d vn-11~, ;.ns,1 ,¡in'. n11 se obtiene en huevm; embrfonados por su 

ddcn.'.llt(' prcKt:dl·11,·1d v pnrque ·:ada uno en su modo de reaccionar. 
t's indi\'idu,d1n~·na· d1~.tirl!1• 

·~.--Sin 1.'!!1hi1r:¡o. 110 h;iy que olvidar que la cfkada de los dis~ 

-:_··: 

1 :nto;; llf''b de \ ;1ctrn;1" th:¡:endc ch~ !;1 rnutidad de proteinas de vi~ 

r:i.~ qm· ,,rn:cn~¡ .. ! ,. qw~ bs buenas ''acunns se deben hacer a par.:. 
t:r. -;otnnL'll\t'. d.: , ulti,·o;; ricos t~n virus de alta virulencia y nntige# 

!1iudad. Y dd),• ¡,_•11cr~.c 1~n uienta que sí los virus se cultív~n en . 
rdu!a:; d1f(•renri::s .i Lis dd Íl\lt~spcd natural. existe la pGsibilidad de 
1>rodlli:ir l'í.'n;i,; modifH·;1das las cu;ilcs pueden perder su \'irulcnda y• 
;.nti11cnind;;d. J't'I o "'·111.-;en·.in su P°'kr d.: reproducirse. 

En l'stc a;ih;qu p11ede n:rsl.! que en )¡¡ cepa que logró 
al dc~;irrollo 1·11 ,·ulti\os d1: tejido la virulencia disminuye, tm1m·ec:íen1~. 

do ésto la v;1nin;i. con i:ll;i prc:ducida. porque no dió. 
fuerte al :-;cr ;1plk;ida ;1 los pollos. En cambio tenemos. que· 
~u capacidH<l de rcproducirSl' como su poder 1!$ · o<Jt:>ii'"'·,. 

<1ccptable. )\ 
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, V.-RESUMEN 



,,. 

1.-Sc trató de ,,d;1ptar dos Cl'Pª:'í dd virus de In vlrueiu 
a dos con(c1ttrad0111'.'i, al cultivo de tcj¡d<Js, u~mndo membrana 

;1!anwícka y embrión total. 

2 __ .:..:,,. \o~¡l(' .1tL1pr.1r I;; n~p;1 ru1\:n aisbda de 'i\rns de la virue-

1.1 ,1v1.ir .i ,·\ilt:'-"' ,¡,. tl.'pdus ch- cmbn{)n ele _pollo hasta el quini:eavo 

>.--Se .:omprobó i.: <:xi-;t(:!h'.k• 1.kl virns. en cado paso nece.sa 

tio. para lo~¡r.u ~;11 adapt<n·ión i'li i.:ullivo de tejidos. La compr9ba-
( i6n ;,;i: hi::o por Li oh';erv;1.:;ión de lü~, c:ambioi; citopatoló9lcos en·las 
<du\as (\!lti\ .ida~. l.' Íl\0(\dild<l'\ CO!l e\ Vlrll!i )' por las Je~íon.~S W Ja< 
111.:mbrana ,:orio•1l.11Hoi;:k;1 ck hu\~V(1;; embrlonndos al ser Inoculados 

~on los liquid•'" ,k lo:~ ,ultivos en tl'jidos. 

-i.-S~ ,kl•:11m1•"' \.1 dn,;1'; 1nkct;.111tt: en h1 membrana corioalan-

widc.1 d1.· hu,·\·1.··~ c1~1\wirn1;1dc•:-.. t.111to de la cepa modificada como de. 
la cc:p.i or•~¡in~d p.H.1 t«Hll!'•tr.H los n~sultados. 

5.--Si· 1:-t11lt1!'1 t;, \'1t11k1~(1,1 parnlelmncntc en aves. de la cepa 1no

lhfie<1d.1 v \k l.1 , ... p.1 ori~1inaí. 

6.-Se h1;:0 p~;1cnonar \¡is cepas. tanto modiCicada como on101no1. 

con ios sucrm; pioducidos por ellas en p-0\los. 

Las reacciones f ucron c011 

das. para estudiar compurativamcn,te su 
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