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Generalidades de los virus. .

La palabra virus originalmente -empleada por Pasteur y dtros+ ~-
descubridores de la bacteriologia, era aplicada indistintamente a cual-
quier agente infeccioso, fuera bacteria o de otra clase. - Actualmen-
te se aplica solamente a aquellos agentes productores de enferme-
dades identificadas espvecificamente como virus filtrables. (10).-

[a primera caracteristica de los virus s filtrables, resxde en su ta-,}[.‘-;'
cultad de atravesar los filtros de arcilla, porcelana o de otros ma- -
teriales. Los virus filtrables en general son ultramicroscépicos y el -
uso de los microscopios ultravioleta y electrénico han hecho vxsxblcs ‘
diversas particulas viricas anteriormente invisibles.

E! tamafio de los virus no discernibles por medio de! microsco-
pio, puede, ser deducido por filtracion, centrifugaciéon y difusi- m.

E! primer descubrimiento de que un virus ultramicroscopics o fil-
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 hacen qu
por lo que son. El criterio que pfiva generalmente: para su identif
cacién es su capacidad para producir cambios visibles en. las células
vivas, que se deben a las anormahdades de forma y Euncxén cons-
tituyendo esto la enfermedad. :

El problema de si los virus son agentes vivos o inertes ha-sido
materia de disciision casi desde el principio. (7). La’ opinién genev”
ral suponia a los virus como agentes vivos diminutos. . comparable=
a las bacterias, aunque mas pequefias. Todos estos conceptos “pue-
den resumirse en dos criterios prmcnpales : ‘
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a).—~Los virus son entidades vivas infinitamente pequefios, obli-" .
gat riamente parasiticos y que“dependen de las células del huésped
o

b).—Los virus son agentcs autocataliticos inanimados ¢ incapa-

es de crecer y multplicarse automénomamente, pero si capaces d -
provocar actividades metabolicas anormales en las células del hués=
ped, uno de cuyos productos finales esta constituido por la misma
substancia que estimuld la actividad anormal. Esta substancia es ca-
paz después de la destruccion de las células huéspedes, de repetir el .
mismo proceso en otras células lo que establecera sus caracteres -de -
propagacién y desarrollo. Por supuesto era imposible demostrar cual

de los dos conceptos era el verdadero. '

El aislamiente de una proteina cristalina, realizado por. Stanley"‘
(18) lacual a pesar de repetidas cristalizaciones, retenia las propie-."
dades del virus del mosaico del tabaco, no favorecié a quienes habxan.
descartado la teoria autocatalitica en favor de la parasitica, "ya. que -
es dificil pensar que un agente vivo puede comportarse de csta ma-.
nera y sobreviva a dichos procedimientos.

Por otro lado, debe recordarse que ningin virus. patégenquairzi’"_.
los animales ha sido aislado o purificado por el método de Stanley.
Debido a la capacidad que tienen los virus de reproducirse se consi- -
deran seres vivientes.

Con la ayuda del microscopio electrénico se han. fotografxadof’
muchos virus, demostrando que son corpu%culoa de. tamano y morfo
logia caracteristicas. Se han obtenido {otomicrografias elec v
de los corptisculos elementaleq de numerosos virus. Uno '

gia y metabohsmo de las cdulas. La’ modlhcacxo “def metaboh
en las células indica la presencia de virus y ‘los”cambios. en la
fologia celular a veces son suficientes para 1dent1fxcar al wrus__
ha causado la enfermedad. Los efectos pato‘égxcos en las L.elulas



virus de la pohomle!xtxs y. Otros.
produce cuerpos de incluisién intranucleares. Los virus - e
cos producen muerte de algunas células y picnosis de otras,
Adenovirus presentan cambios en la morfologia sin dnsmmucmn delf
metabolismo celular.  El virus del sarampién y otros. pmducen deqe—
neracion  espumosa. /

Hablaremos mas extensamente de las inclusiones citoplasmaticas
eosinofilicas ya que tienen enorme importancia en el diagnéstico . de
la enfermedad. {7). Estas varian de tamafio en las diferentes en-:
fermedades y aun en diversos casos de la misma enfermedad; alcan-
zando hasta veinte o mas micras de diametro. Puede haber un. cuer-.‘,
po de inclusion, o varios dentro de una misma célula. . Algunos son
grandes y otros mucho mas peqguefnos; a veces son: comp.etamente
‘hialinos, pero la mayoria son granulares y algunos contienen co
pasculos internos bien tefiidos. Algunos de los primeros mvesti-
gadores consideran a los cuerpos de inclusién como los ‘agentes in-
fectantes, otros los tomaron por protozoarios y ain ‘como'égteg'a"dés‘
de parasitos diminutos incluidos en el material hialino. Cuando los
experimentos de filtracion demostraron que los virus de muchas e
fermedades eran mucho mas pequefios que las inclusiones observa
en los mismos, surgié la tendencia a considerarlos como p\‘oductos
de degeneracién especificos de la substancia celular.

Sin embargo recientemente, se han acumulado datos indicadores
de que algunas de éstas inclusiones contienen cxgregados de ]os cor=
plscules elementales de los virus. (7). Bt

bactenas también puLden ser atacadas por : los vir us
biendo el nombre de bacteriofagos, los cuales fuerOn d
primera par Twort 1915 (19) y I Herellg 1917.(5)
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La mayor parte de los virus presentan también afinidades tisu-
“lares definidas (7) un grupo alecta sélo a las células epiteliales; otros -
tienen afinidad por las células nerviosas y algunos atacan eStructu-
ras de origen mesodérmico. También hay virus pantrépicos que afec-

tan varios tipos de células, e

En una gran proporcién de enfermedades por virus la inmuni-
dad es absoluta y permanente (7). en esto difiere de la inmunidad
en las enfermedades bacterianas que en general es relativa vy
transitoria,  La inmunizacién pasiva por sueros especificos hiperin--
munes son efectivos contra ciertas enfermedades por virus en los -
‘animales. Cuando se administra antes que se presente la infeccién .
¢ en el comienzo de la misma y antes de que el virus se haya dise-
minado resulia bastante efectivo. La proteccion conferida por dichos
sueros casi siempre es completa y sélida pero de corta duracién.

Los métodos de inmunizacién activa contra las infecciones por
virus se agrupan en cuatro categorias {7):

a).—El uso de virus virulento solo; cuando se usan virus:viru-

lentos, se obtiene la proteccion administrandolos generalmente pm:’
via anormal;

b}.~El uso de virus virulento y antisuero;
¢).—El uso de vacunas a base de virus atenuado: y
d).~El uso de virus inactivados.

Se ha demostmdo tamb.cn quc despuex de la curauon de unai, ‘

rios autores han senalado el antagonismo que: e'uste entre
rus sin relacién mmunolog:ca entre si. pero que tienen ‘en
propiedad de afectar sobre todo al mismo grupo: de células
antagonismo se manifiesta por el hecho de que la’ mfeccxén ]

de ios virus, sirve para prevemnir, ya .sea parcxal o wtalmente i
tos patogénicos de otro.



I
la mayoria de las bacterias. Todos son destruidos por temperituras
cercanas a cincuenta y cinco o sesenta grados centigrados en treinta
minutos o menos. La desecacién es fatal para muchos virus, é:unquc'-
ctros son muy resistentes. Sin embargo, aiin los virus considerados
muy susceptibles a la desecacién, sobreviven por largos periodos,. si es
que la desecacién es cuidadosa y completa (liofilizacién). Los virus por
lo general no son alterados por el frio, ni ain intenso. La mayoria = . -
de los virus se conservan bien, si se les coloca en solucién fuerte de ° -
glicerina (50 a 100 por ciento), contrario a los que sucede a las bac~ .
terias. Casi ningtin virus resiste la putrefaccion; las soluciones fuer-
temente alcalinas como lechada de cal al uno o dos por ciento los des~ .
truyen con mas rapidez que las soluciones acidas.

La identificacién de los virus no estan simple como la de las bac-
terias, pero se puede hacer con facilidad si el virus ha sido descnto\
previamente {10).

Una clasificacién razonable del agente virico, se puede basar en'su -~
poder patégeno para la especie que se conoce como susceptible y ades -
mas sobre el periodo de incubacién, los sintomas producidos en la
incubacién, los sintomas produvidos en la infeccioén artificial, el cur-
so y las lesiones. La identificacion absoluta ha de recoger ademas’
las pruebas inmunolégicas, para lo cual se utilizan los antisueros es-
pecificos empleados en las pruebas de proteccién y las llamadas ptuev. 2
bas de neutralizacion in vitro™.

Se han dividido las enfermedades producidas por virus en apima- -~
les en cuatro grupos: A, caracterizados por lesiones en la piel; gru-
po B, caracterizados por lesiones - en el sistema nervioso "c‘en’tral',y
arupo C, caracterizados por infecciones generalizadas o de -tipo ' ca-. .
tarral; y grupo D, caracterizados por la formacién de tumores. '

Una cualidad esencial de todos los virus: filtrables cone¢ fxdos es.
su falta de mpltiplicacién en medios sintéticos inertes, en contraste'
con las bacterias, protozoos y hongos (10). Los virus necesitan’ cé-
lulas vivas en el interior de las cuales llevan a cabo sus activxdade
metabélicas y se desarrollan puesto que esenc:almente son parasitos.
obligados y de tal modo se perpetuan y multiplican constxtuycnd &5t
una de sus principales caracteristicas biologicas.
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Los virus se pueden propnqar en tres formas: Inoculactén a hué
pedes susceptibles, a embrion de pollo v a cultivos e te)xdos
multiplicacion de un virus en el cuerpo animal, depende no-sélo de
la receptividad de la especie animal, sino también el método de mo—.
culacién 'y de la especial afinidad del virus por los te;;dos

El cultivo en embrion de pollo fue introducido por: Woodruff
y Goodpasture 1931 {23). En esta forma se han cultivado’ la ‘ma-~
yaria de los virus que se desarrollan en las células epztehales,_am_'
como un numero considerable de otros virus que en general no se
desarrollan en tejidos epiteliales. Los virus epiteliales casi nunca _in-
vaden el embrién, pero producen capas opacas en las membranas. El
embridn, en tales casos puede continuar su desarrollo y ain empo~-
llar finalmente. En otros casos, el embrién es invadido pOr el virus
y con desarrollo de lesiones en la membrana, o sin ellas en cuyo caso -
ia muerte del embrién se presenta en tres o cuatro dias. Es posxble.,
inocular el embrién de pollo por via endovenosa,.inyectando algunoi S
ge los grandes vasos del corion. También se puede mtroducxr el
inéculo directamente en el saco vitelino, =

Es probable que el acontecimiento aislado mas importante en’
la virologia en los dltimos afios ha sido el empleo del cultivo de te- -
jidos para saber si hay virus ¢ identificarlos (10). Por regla gene- -
ral el método se emplea para la identificacion. de virus conocidos -
aislados de los individuos enfermos y para estudios morfoldgicos a
diferentes estimulos, estudios metabélicos cuantxtatwos y la obtencxon,
de virus para la produccién de vacunas,

Se han cultivado de manera artificial muchos virus - ammales,g,w-
pero sélo en presencia de células susceptibles vivas. (7). El mismo: -
o;om:epto que antenormente se dx;o respecto de la me;or elecc:on de

nes aseptlcas correspondientes en bacterloloqxa. ».
pagados de esta manera se mult:phcan con gr

d:ferenteq a las del huésped ndtural existe la pos:bxhdad d
cepas modificadas pero que conservan su capacxdad de reproducir
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Cambios patologxcos..—«l.as lesiones son caractenzados por . proh-" i
feracién de estructuras superficiales epiteliales seguidas por. degenera-
cién. La capa basal del epitelio comunmente no es dafiada a menos
que ocurra una invasién bacteriana secundaria, Las céluias del area
infectada llegap a hincharse y presentar vacuolas en las cuales pue—
den ser demostrados los cuerpos de Bollenger. 'La cicatrizacién tie-
ne lugar comunmente sin la formacién de escaras,

Goodpasture 1928 (6). informé que los cuerpos de inclusion de
la viruela eran aproximadamente de un cuarto de micra vy pueden
verse facilmente en el microscopio. Los experimentos de Woodruff
y Goodpasture en 1929 (21), acerca de la naturaleza e infectividad
de los cuerpos de inclusién de la viruela avaria presentaron prucbas
concluyentes acerca del agente etiolégico de la enfermedad.

En una publicacién posterior Woodruff y Goodpasture en 1930 -
(22), demostraron gue un cuerpo de inclusién puede contener hasta . -
veinte mil cuerpos elementles cada uno de los cuales fue capaz dé. -
provocar la enfermedad en las aves susceptibles. Estos corpisculos”
se les lHamo corpiisculos de Bollenger. '

Diagndstico. ~— La presencia de lesiones cutaneas tipicas de
la infeccion variolosa en los pollos, de ordinario justifica el diag-
néstico de la enfermedad. No se puede hacer tan facilmente el
diagnéstico de la enfermedad cuando hay llagas en el pico o.lesiones
parecidas a la del catarro con sus sintomas respectivos.. Puede em-
plearse varias pruebas de diagnéstico como por ejemplo pruebas de *
infectividad, de proteccién, examen microscopico de las . leszones v,
pruebas serolégicas. Con las pruebas de infectividad puede ser. ne- -
cesario utilizar hu sspedes tanto hetemlogos como homéio os para_lo-

de los polkb qusceptlbles mediante una escan
hay virus en el material sospechoso se desarmlla an’ en el
lesiones cutaneas tipu.as de la enfermedad en un lapso de cinco
dias, : ‘ :

Las pruebas de proteccién o inmunidad CO“‘PQHVQ} pueden #m-
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plearse simultineamente con respu.to o las pruebas de infectividad -y

microscopicas. La exposicién de aves tanto inmunes como susc«.pti- ‘

bles al virus de la viruela por métodos antes descritos.dard por re-
sultado la refractividad en el ave inmune y el desarrollo de lesiones
cutaneas tipicas en la susceptible, El ave originalmente sospechosa
de viruela que se restablezca de la infecciéon puede ser sometida a

prueba de inmunidad con algin virus ya conocido de la viruela
aviaria,

Resistencia.~El virus de la viruela de las aves es muy resis-
tente a la desecacion. En las costras secas separadas de las regio~
nes epiteliales la virulencia permanece intacta por muchos meses. En
¢l suelo sujeto a condiciones ordinarias la viabilidad del virus no-
pasa de unas semanas. La enfermedad tiende a aparecer afio tras

afio, en los mismos lugares. No se sabe si el virus permanece viable
en los periodos intermedios.

El virus muere a 60¢ C. en 8 minutos o a 56°C. en 30 minutos.

La wviabilidad del virus se mantiene por dos afes cuzmdo se a!mace- '
na seco a 0°C. .0 a2 4°C.

Las siguientes substancias quimicas inactivan. al virus en 10 mi-—'
putos.

1-500 Na OH,

1-1000 de cristal violeta, alcohol al?()%; 1‘100
de cresol.

El Fenol a concentracion de 3% lo mata en 30 minutos
pero no en 10 rinutos; el aldehido férmico ni ain en 20 minutos: Se .
conserva por p riodos largos en glicerina al 50%.

Transmision.—Se supone que la viruela aviaria es tras'
bre todo por contacto directo de ave a ave por.medio.
las peleas y las hechas por picotazos de las aves entr
xnfermedad también puede diseminarse por las pxcadura d

- quxtos (Kligler, Muckenfuss y R:vers) 1929 (U) ‘Matheson
aett y Brody 1930 (14) ‘

La inoculacién -artifi mai mtramuscular o mtravenosamé_
4 veces causar una. xnfeccxén



lnmunidad.——jLas aves recobradas quedan  sélidamente inmunes.
En las granjas en que la enfermedad se ha pféﬁexxtado por muchos
afios, solo se observa en las aves jovenes. En gallineros no infecta-
dos previamente, la enfermedad ataca a las aves de todas edades; 1a
inmunizacién 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 otro
ge virus de viruela de pichén, Ambos métodos dan buenos resultados.

Cultivo de los virus de la viruela aviar.—~El virus de la viruela
aviar solo puede cultivarse en presencia de células vivas de hués-
pedes susceptibles. Como ya se indico estos requisitos pueden ser
‘proporcianados por el huésped susceptible, por huevos embrionados
y por cultivo de tejidos como demostraremos en el presente trabajo.
El cultivo del virus de la viruela de las aves en el huésped puede éfec-
tuarse mediante la aplicacién del virus a la cresta cscanfxcada de un
pollo y recogiendo las costras.

Waodruff y Goodpasture 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 embrién, cultivandolo tambxen en la
yema y en el embrion de pollo.

Teniendo en cuenta todos estos estudios se pensé en hacer que.
pste virus se adaptara a reproducirse en cultivo de tejidos. Esta téc-
nica ofrece muchas ventajas, principalmente desde el punto de ‘vista
de produccién de la vacuna, que generalmente se produce a partir; de .
virus que se cultiva en huevos embrionados. :

La técnica consiste en la digestién triptica de (16) -los tejido
embrionados, que luego se les hace crecer en presencia de medio de’
cultivo enriquecido, adicionado con antibiéticos. Una vez’ desarto-
Nadas las células se inoculan con el virus y éstos se multlplxcgn cau-
sando lesiones en el interior de las céulas. -Estos virus' asi

desarro-
llados ce resiembran en las mismas condiciones tratando de
tarlos a estos cultivos.




[1.—MATERIAL Y TECNICAS




Consideraciones generales. ‘( 16)

Para obtener los mejores resultados en el desarrollo del wirus en
cultivo de tejidos, debemos tener presente muchos puntos de vista,
ya que: los medios de cultivo de las células y de Jos virus ‘son alta-
wmente nutritivos no solamente para éstos, sino también para bacte-
rias y hongos. La mayoria de los microorganismos tienen un ritmo
de crecimiento mucho mas rapido que las células y con fre:cuenua
producen toxinas mortales para ellos. Por lo tanto muy 1mportante
en la técnica es evitar toda ontammacxon

Tenemos como fuentes de contaminacién las siguientes: |

[.—El material.

I.—El medio de cultivo.

I —~El tejido empleado.

IV.—E! ambiente.

V.—El operador. ‘

Antes gue nada, es esencial asegurarse de que no se intrduzcan
bacterias y hongos con el tejido o con el material, para lo cual el
primero debe obtenerse asépticamente esterilizandose después. Esto -
ultimo puede hacerse eficazmente con antibidticos 'y ‘el segundo en’
el homo o autoclave segun convenga o por desmie' -cién * quimica. "Es

vo que lwante con sus movimientos. Para ehmmar
deben aplicarse las técnicas siguientes:

I.—Destruccion {isica por calor seco, himedo vy. radmcxén i

B
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11, —Destruccion guimicas antisépticos, antibioticos.
[11.~Remocion fisica: filtracion, centrifugacion y lavado.

Juz ultravioleta se emplea en esterilizacion.

Radiaciones. — La
puede producir cambios guimicos en las

pero debe recordarse que
substancias irradiadas.

Antisépticos: Alcohot, érer.
¢ muchos antibi6ticos son
casos los grados de. toxi-
til es la penicilina de vein-

Se debe hacer notar qu

Antibioticos:
en algunos

muy téoxicos para las células y
vidad se acercan al sivel efectivo. Bl mas 1
cincuenta unidades 'y estreptomicina cincuenta miligramos pot
wililitro.  Los hongos pueden inhibirse con micostatina a concentra-
Goén de veinte miligramos. Esta es inestable y se descompone casi
wor completo después de 24 horas a 372C. y el producto de oxida~."

!
Jén es algo toxico.

fe a4

ticos en los medios ©
oncentraciones mu-’
dos antes de st

4 s
rutina de los antibio
eden emplearse en €
sar tejidos contamina

Ademas del empleo de
de cultivo: los antibi6ticos pu
cho mas clevadas pora esterili

explantacion.
Dc!ergenms.—-—Los detergentes se cmplean muy cxtensamente pa-
al de vidrio: pero es dificil quitarlos: no hay

¢l materi
nuchos detergente

ra la limpieza d
las celulas.

que olvidar que !

s son toxicos para

cia con-

s de mucha importan
or_solu-

stan constituidos P
eno, vitaminas’®y- pr

edios de cultivo ¢
mente los medios €
aminoacides, oxig

Respecto a los m
trolar el pH. Esencial
cién salina equilibrada,
de suero. |
rse en cuenta al preparérfﬁzedi‘
jales. — Algunas".éub's'ta“

Factores que deben toma
tivo, — Solubilidad de [os mater )
cas son muy poco solubles como la tirosina, que ‘s6lo; es; sOIUD!
solucion acida para lo cual el acido debe méi;l}a_r:sv;',e ¥ l‘a‘s'b’,}ﬁ\_ti as’’
ctapas para gue o cause dafio a las otras substancias. Lgs ~1i!‘5i}"95', R
debén solubilizarse €0 soluciones alcoholicas. También. tiene ; qué
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agregarse upn detergente no toxico (‘Pween 8O) pura cstabilizarse lag

soluciones.

Compatibilidad e materiales. — Al combinar ciertos materiales
debe recordarse que juntos pueden reaccionar para producir substan-
cias enteramente diferentes.  Esto puede octirrir principalmenté al
calentarse las soluciones por gjemplo la glucosa y el acido ascorbico
corren peligro de destruirse por el calor en presencia del aleall. |
1 de que aan las

ario darse cuent
eza que pueden

de materiales, —Es neces

Purezi
ras tiene huellas de impur

qubstancias quimicas mas pu

interferir ¢n ¢l desarrollo de las celulas,

Inestabilidad de los compuicstos.— Alqunos compuestos inestables
almacenarlos en estado seco y €n frio. Es important™
frescos o en caso de almacenarse seria a-tem-

Puede aconsejarse preparar soluciones parcia= -
ara completar el medio. 2

es necesario
pues preparar medics
peraturas muy bajas.

les que finalmente s¢ combinan p

1 en el almacenaje de material es venta-
pero algunos autores opinan que..
cerando’ las céltxlas

para evitar. gsto.

E| uso de la congelaciol

1 lo que respecta al wvirus,
tejidos tiene un <fecto nocivo la

e cristales de hiclo: se recomienda
una congelacion lenta.

joso €1
para el cultivo de

por la formacion d
el uso de glicerol vy

Solucion salina palanceada de Hanks (9).
Solucion A~

R R A

Cloruro de socio . ..o
Cloruro de potasio -...ooxoromrrr? i
Sulfato de magnesio ... R T g

Todas estas substancias s€ disuelven en aproxigiadamént

‘de agua bidestilada. : o

PSSR I B U

P

Cloruro de Calcio ...
Que se disuelve en aproximadamente 100 ml: de agu
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1000 ml, con agua bis
vativo, se tapa Y=

an ambas soluciones y 8¢ alord a

Se mezal
1. de cloroformo como preser

destilaan; se afinden 2w
frigerador.

e guarda en el re

Solucion "B ‘ ;
Fosfato de Sodio dibisico (Na, HPO,. 12H,0).. 3.04 g.
Fosfato de Potasio Monobasico (l(l"hPO.) ... -1.20 g

' 20.00 g.

Dextrosa . . cooorer

n en aproximadamente 800 ml
de rojo de fenol al.0.4% ¥
Se apaden 2 ml de clo--
en ¢l refrigerador.

ancias se disuelve
Se aftaden 100 ml.
agui bidestilada.
s¢ tapa Yy S€ guarda

Todas estas subst
de agua bidestilada.
se afora a 1000 ml. con

roformo como preservative.

La solucion de [Hanks se prepard mezciando:
Un volumen de solucion “A”

Un volumen de solucion "B
bidestilada.

18 volamenes de agua

Se esteriliz 9 |b. de presion durante 10 minutos
Se guarda en el refrigerador. lamediatamente antes de usaisé,i‘sc'
afiade 0.5 ml. de Na.CO. al 1.4%¢ pard cada 20 ml de syolut_:i;')i‘i_ﬂd_
Hanks. El PH. debe ser de 7 4 a 7.6 (generalmente €8 necesario
poco mas de solucion de Na,COs) .

a en autoclave a

agicionar un

Solucion de tripsing al 0.25%.

Teipsing .« ooormre
Golucion de Hanks, ..o+

a7.4-7.6 con soluc

Se ajusta cl pH ion de Na: COs

tivo de Melnik {9).
pH a 7.4-7.6 con
Hidrolizado de lactoalbumina .. ..~
Suero de caballo (inactivado) ........ .
Penicilina G Potasica cristalina. ..o
Sulfato de dihidro estreptomicingd cristalina; 1 mi- {8
Solucion de Hanks, .c.b.p.

Medio de cul

"Se ajusta’ el solucion -de N




al hidrolizad
1 suero de

Se disuelve
Flanks, se anade ¢
pués los antibidticos,

§e ajusta ¢l pH. a 7.5

Medio de cultivo 199, — De

W solucton de
ndlcinnnn“ des-

o de lactoalbiming en |
caballe wactivado y 8¢
con solucion de Nn,COy al L. 4%. :

Maorgan, Morton 4 Parker (”50) (lb) -

Miligramos
por 1000 wml por 1000 m!
L. — Cistina 20.0 Tiamina 0.010 o
L ~— Arginina HCL 70.0  Riboflavina 0.010 - . L
. — Histidina HCL 20.0 Piridoxal 0.025
{ — Lisina HCL 70.00 Piridoxina . 0.025
LD — Triptotano 20.0 Niacina .0.025.
DL — Fenilalanina 50.0 Nijacinamida 0 025;2
DL — Metionina 20.0 Pantotenanto de Calcic o 0 01 :
DL — Serina 50.0 Biotina ' o :
DL — Treonina 50.0 Acido Folico
DL — Leucina 120.0 Colina
DL ~ Isoleucina 40.0 Inositol
DL — Valina 50.0 Acido p-Aminobenzéico’
DL, — Acido Glutamico . Vitamina A
Monohidratado 150.0 Calciferol (Vit. D. D2)
DL — Acido Aspartico 60.0 Menadiona (Vit. K) 0
DL — Alfa Alanina 50,0 Fosfato disodico de Alfa- ST
{. — Prolina 40.0 tecoferol (vit. B} © O B
L - Hidroxiprolina 10.0  Acido ascorbico o
Glicina (Acido Glutatione '
aminoacetico) 50.0 Coleterol”
Cisteina 0.1 T\veen 30 e
Adenina 16.0 Acetdto de Sodxo
Guanina HCL 0.3 >,L~G1utamma
Xantina. 0.3 Adenosin: Trxfosfato
Hipoxantina 0.3 Acdo Adenith
Timina 0.3 Nitrato_ Fer
Uracilo 0.3 Ribosa’
Desoxiribosa .

Mxl{gramosl '
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v solucién sallng batanceada {17).

Jiste medio también contivne und

Téenica p:m‘i teftir los frotis de célulus cultivadas, (12)
lusion clara en lo que respecs

Todavia no se¢ ha Negado a unn cone
celulas se tiien cuando

yor e} cual los tejidos o las

ta al mecanismo |
rminados colorantes,

Lon expuestas @ dete
noque se estimo que la afinidad colorante de

jidos dependia de un fenémeno quimico basado en la selectivi
ubstancias basicas por los colorantes acidos y viceversa.
uede ser aplicada a todos los casos, pero

hay razones de peso que demuestran que tal proceso es @ veces fisi-

co y que la capilaridad vy las ésmosis juegan jmportante papel en la
penetracion de los colorantes en los tejidos, La adsorcién puede ex-

de los fenomenos de la coloracion diferencial. - Estn
ad inherente a un cuerpo solido, el cual atrae minuscu- "
as contenidas en el liguido glrcundahte. Di-
onstituidas por .iones. El hecho. de
puede estar influida en la presencia’
nes ejerza un. mar-.

Flubo una ¢poci ¢

los te
dad de las o
Hoy tal explicacién no p

plicar muchos
es una propied
las particulas de materi
chas particulas pueden estar ¢
que la capacidad de adsorcion

Je otros jones y de queé la reaccion de las solucio
efecto en tal fenomeno. explica la alinidad colorante, de deter-

cado
minados elementos celulares y la variacion en Ja capacidad coloran-
te segun su proporcion de sal y la influencia de la concentgacion_de
1 color asumido por el tejido cuando éste es

hidrogeniones sobre €
ccion de colprantes acidos y basicos a la vez.

¢xpuesto @ la a

Hematoxilina (Harris).

Hematoxilina . . .o
Alcohol .. oo TP it
Se disuelve la hematoxilina en.cl aleohol. k

..... PP AE

Agua destilada . . .-
Alumbre aménico © Potasico . .- _

El alumbre debe ser disuelto en agua con ayuda-
(icada csta operacion. $¢ procede a afiadirla a la:soluc

ion’ lcohd
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Ge callenti el renctivo hasta fu ebullivion y ae aba-
Tan pronto como la mezcln presente
calor plrpuri obseira se enfria rhpidamente, introduciendo el recis
piente en agua fria. Una vez enfrinda esth Hista para 8 UKo slendo
especinlmente recomendable para los tejidos fljados con el liguido de
Zenker. La adicion de & ml. de acido acético glacial favorsce la tin-

aon de los nucleos.

de hematoxiling,
0.5 g. de oxido mercirico.

es uno de los mls valiogos

wing Y (amarillenta)
rosoluble, pero también se

Fosina,—La e
e considera hid

colorantes plasmaticos.

disuelve en alcohol.

wa del siguiente modo:

Se preps

Eosina Y (85 crde contenido en colorante) . ... 1,0 g.

Alcohol etilico (al 95 por 10 R R R R 25.0 ml,
... 75.0 ml

se e a

Agua destilada .« oo e
Los cortes se tifien de 30 a 60 segundos.

Técnica para fijar las células.

acion el preceso por ¢l cual se evita la desin-"
er otro cambio por autodigestacion.

Entiendase por fij
deal de fijacion. Muchos pro-

e los tejidos o cualqui
ha podido hallar un agente i
de los tejidos.

tegracion d
Aun no se
ducen retratacion

Liquido de Zenker. ‘
Bicromato potasico e 2.5 g. :
Cloruro Mercirico . «.ooxomete e 8.0 g

. 100.0 ml

Agua destilada .

Se afiade 5 por 100 de acido acético glacial antes de usarse.’
El cloruro mercirico R0 s¢ disclvera. del todo, pje‘ro,la__'"c;a,t_i,t
expresada dard a la solucién la concentracién;requerida;"‘
trozos finos de wejida (de menos de 5 mm) en dig‘zvovh"x
reactivo, durante diez a doce horas. Es muy conveniente.

¢l fondo de las placas una fina placa de algodén o un- pedazo de'pa

pel, para que el tejido no se ponga en contacto. con el Cﬁ#ft'm:_l_?ﬁ
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puds :h-, b fijacion lavese ol tefislo durante 24 horas
te.  Este reactivo conserva bien ln estr \

los filamentos y los detalles nucleares aparecen tnftidamente defin{-

el agua corriens
uctura del tejido, La fibring,

dos cuando ¢l mencionado proceso de Hjncion va seguido de colosr

¢ién con o hematoxiling fosfotingicn, Lo tc]ldo;t {ljados por estcp
procedimiento requieren que la hematoxilina actae por mhap“' 0
que los fijados por otros reactivos, e

Mezcla picro-Formol-acética.~Esty mezcla es bien conocida en
Listologia debide a que conserva los detalles citologicos de manera
excelente; no cbstante, su empleo impide una buena tinsién con cler-
tos colorantes nucleares, cuando se usa el liquido de Flemming o el
de Helly. |

Liquido de Bouin.

Solucion acuosa saturada de acido picrico..... 75 partes,
Acido acétice glacial . . .................... § partes.
Fermalina {al 40 por 100)................. 25 partes,

Existe poco peligro de exceso de fijacion de los tejides; el liquido
penetza rapidamente. '

Mc Clung y otros han observado que la adicién de urea al }iqui-

do de Bouin ayuda mucho a observar los més finos detalles celulares.
La siguiente medificacion de Allen es recomendable:

Solucién acuosa saturada de acido picrico...... 75 partes.

Formalina (al 40 por 100) ........ ceeeive... 15 partes, -
Acido acético glacial ...................... 10 partes.
Urea . .. ........cociiiiiiieieiiiciiaee.. Loparte.

Es bueno afiadir a esta férmula una parte de acido- cromico, cosa

que debe hacerse inmediatamente antes de usarse la solucién, ya queel-
formo! reduce al acido crémico dando lugar a un color verdoso. Otras .~

coloraciones o formacién de precipitados .que pueden prqducirsg,;x_"adi- :
can en la impureza de los reactivos e inutilizan el liquido. :
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Mezcla aleohol-asido,

Aleohol de 96C, .« 50 ‘ml |
Agua destitady .. . e, 50 ml.
Acida Clorhidrico concentrado , ., ., ..., .25 ml

Lanrados, - Los tejidos después de fijacion con aleohol o formol
no necesitan ser Lavados con agua, Lag preparaciones fijadas en so-
tuciones gue contienen sales de cromo deben lavarse en agua corriente
durante- 24 horas. Las fijadas con acido picrico corren ¢] peligro de
macerarse siose dejan demasiado tiempo en agua por lo tanto el la-
vado en estos casos debe ser muy breve.

I'écnica de coloracion celular, — Con objeto de obtener facilmen-
te las células de las botellas. se introduce un cubre-objetos en éstas
antes de que se siembren con les células.

Con unas pinzas estiriles se extrae el cubre-objetos (que tiene
adheridas Jas células) de la botella inoculada con el virus y e pro-
cede a colorcarlo para ver las lesiones causadas por el virus.

Se introduce ¢l cubre-objetos en un tubo de ensaye y se agrega
ol liquido fijador de Zenker (previamente filtrado) hasta tapar el
cubre-objetos; se deja 24 horas. Al cabo de este tiempo se le tira el
liquido de Zenker v se enjuaga con agua de la llave durante unos mi-
nutos; después se agrega la hematoxilina de Harris (previamente fil-
trada tambi¢n) hasta cubrir el cubre-objetos, dejandoia permanecer
durante 5 minutos; se lava con agua de la llave hasta que ésta sea
clara; después se decolora con la mezcla de alcohol acido durante 15
segundos y se lava con agua de la llave hasta que tome colpr azul; se
tifie con la solucién de eosina durante 2 minutos y se enjuaga con
agua de la llave hasta que sulga clara; se agrega alcohol de 96° dgjén-
dolo actuar durante 2 minutos; posteriormente a!cohql absoluto du-
rante 2 minutos y por tltimo xilol durante 2 minutos. Una vez. te-
fiido el cubre-objetos se monta en un porta-objetos - usando . balsamo
de Canada y se lleva a la \:‘,stufa durante unas horas hasta su endu-

recimiento.
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Téenica pasa la obtemion e célielas e

embrién de pollbtl)\“ (1)

Podas tas manipulaciones ¥
maximas condiciones de ase)
deben usarse a 37°C.

material usado se efecidun bajo las
mwia y esterilidad; lay soluciones usadas

3. 16 1Y ¢ :

.~ Partiendo de huevos embrionados de once dias, que deberan
desinfectarse con alcohol a 70v, se corta sobre el saco aéreo de éstos
Y oS¢ extraen asépticamente los embriones cortandoles las patas y el
prico,

3 SR .. . ; . . .

2.—Se colocan los embriones en una caja de Petri y se lavan con
solucion salina isoténica con ¢l objeto de arrastrar la mayor canti-
Jad de sangre.

.

3.~Se introducen en un vaso de precipitados y se cortan en pe-
dazos pequeiios con avuda de tijeras curvas,

4.—Se agrega solucion salina balanceada de Hanks para quitar
la sangre interna vy membrana externa y se deja sedimentar.

5.—~Se extrac el liquido de lavade por medio de un sifén.
6.—Se corta el tejido nuevamente en pedazos mas finos,

7.—Se¢ lava nuevamente con solucion de Hanke, dejando sedi-

mentar,
% —Nuevamente se extrae el liquido de lavado con el sifén.
9.—Se corta en pedazos mas pequefios el tejido.

10.—Se lava con solucien de Tripsina al 0.25% y con un pH.

aproximado de 7.4 a 7.6

11.—Se extrae el liquido.

12.—Se vacia el contenido del vaso a un matraz conteniendo un

agitador magnético,
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i o byp agre v o
- sian aprosimadiamente de 40 o 50
L - R L f il de s . .
tripsing, i d(,‘ olucion de

Se Heva o by estudba o 37°C, durante una kora colocando

-.:l matraz wobre el aparato imantado won ¢l objeto de yue se realice
la digestion tripticn. ;

15— 8¢ Bl por ona gasa de 2 a3 mallas o un matraz,

Ty e centrituga el filirado o 800 0 1000 revoluciones por mi-
1t

17.=5¢ decanta el sobrenadante v el paguete celular es medido.
18, —3¢ hace la cuenta cefular utilizando la camara de Neubauer
v se resaspende ef sedimiento ¢n una cantidad suficiente del medio de

RMelnick, hasta obtener una suspension de 55 x 10 células por ml,
=

19,—Se¢ distribuye en botellas de superficia amplia. procurando
que el liguido alcance una altura de T a 2 em.

20.~—Se mcuban estas botellas a 37°C. durante 72 horas o mas,
basta que las células se hayan adherido a la superficie de la botella.

Tévnica para la inoculacion del virus.
Cadena vertical (Esq. 1).—~Indculo.—Virus de la viruela viar.

cepa Buckenaw con Do en membrana corioalantoidea de huevos in--
cubados 11 dias, igual a 0.2 ml de dilucion 1 x 10-%

[

Téenica de siembra de: Botella-Huevo-Botella.

1.—El liquido de las botellas en que s¢ desarrollaron las célu-

las se desecha, para después ino-ular el virus en las células.
2.—A las botellas con celulas se inocula con 1 ml dgl.virus‘ de c
a 50 000 ID:.h. ;

la cepa original; cquivalente
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1 L8 wga o bin he ;
‘ : : “W‘w: i las botellas ya sembradas el medio de cultivo
b que se reprodozen e andoss o 1
pari qui reproduzen el virus, empleandose para ello, el medio 199,

’r“‘“lhf vez electiados loy pasos suteriores, se incuban lay bow
tellas o 37°CL durante un tempo de 96 haras,

S Transcorridas Jas 90 horas se recoge el liguido y las células
que se desprenden por medio del raspado con un instrumento especlal.

(1, =~ e tritura o anterior,
et centrifuga aproximadamente a 1500 i g
g aproximadamente a 1500 revoluciones por mi-
auto, en centrifuga refrigerada a Ja temperatura de 0°C, durante 20
minutos,

8. ~S8e decanta el liguido.

9.—Se inoculan los huevos embrionados de 11 dias en la membra-
o corioalantoidea la cantidad de 0.2 ml. del liquido decantado.

10. — Incubar el hvevo durante 6 dias a 37°C.

I1.—Abrir ¢l huevo por la parte inoculada para observar el na- -
mero de las lesiones en la membrana coricalantoidea causadas por el

desarrollo de los virus.
12.—Se cosechan las membranas en cajas de Petri,

13.—Se lavan con solucién salina.

14.—Se trituran en un mortero con arena de cuarzo. . . e
15.—Se centrifugan las membranas aproximadamente a 1500 re- -
a refrigerada a 0¢C. durante 20~

voluciones por minuto en la centrifug

minutos.

16.—Se desecha el sedimento.

I. deliquido los ,siQuienfes‘ éht’ib_l@tx‘,-

17.—Se agrega por cada m guients
1 mg. de estreptomicina.

cos: 100 U.O. de penicilina y
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1K S ‘ ‘
Se dejon actuar don antibioticas durante dos horay a lo téme
peratiea del Taborivorio '

‘ o \ ® 1R T [y
19 e tnocudion b botellas con vivus nuevamente,

Cadena Hearirontal, o
Lo D piase de ueve a Lo primera botella de esta cadena, se hace
oo en el pase anterion, ' '
2o e pasa de botela o botelln 1ol
3 8¢ imcuban U6 horas g 1790,
Fécnica parg la vomprobacion del creecimicnto
del virns en botella,
El crecimiento de virus ¢ comprueba en huevo,

1.—El liquido de la botella donde se desasrollé el virus, junto
con las célulus que son desprendidas, se pasa a un tubo: se sigue la
misma técnica como para hacer el pase de botella a huevo y se ob-
serva el numero de lesiones en la membrana corioalantoidea. :

Técnica para la determinacion de la dosis infectante
en embridn de pollo.

Se inoculan los huevos con la téenica anteriormente dicha en la

forma siguiente:

Virus sun diluir la cantidad de 0.2 ml. a 6 huevos.

Virus diluido la cantidad de 0.2 ml. a 6 hu'evos,“

Diluciones probadas 1:2, 1:4, 1:8,1
512 y 1:1024.

16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256

ban los huevos durante 6 dias a 37‘?C

Se incu ,
ar las lesiones producxdas por el

Se abren los huevos para observ

virus.
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Técnien para deteeminar of grado de vicalencia en aues.

Las cepas original y modificada se inoculan en la cresta de pollos
(de la misma edad); ésto se llevo a cabo escarifizando | ‘
go con un pincel aplicando las cepas sin diluir,
al cabo de los cuales se ve el grado de reaceién.

a cresta, y lue-
Se observaron 6 dias

Téenias para la determinacion de la potenria de wcrox
de aves vacunadas.

Téenica 1,

F.—El suero se obtuvo a los 21 dias de las aves que habian sido
moculadas en la cresta y que habian presentado respuesta,

2.—Se¢ hizo reaccionar durante 30 minutos a la temperatura. del’ | "
aboratorio 0.1 ml de la cepa sin diluir con 0.1 ml. de suero sin diluir’
y a las diluciones 1:5, 1:10, 1:100 de la siguiente manera: ‘

: ! N .
Suera de gallina inmune: (8,) | Sucro de gallina inmune: (S}
con cepa original: (C)) con cepa modificada: (C,)

L+ S KON A B
Gt s s C4 S 15 :
CS, 1:10 ’ Co +§, 1:10 .
G, 1:100 C. + S, 1:100

‘Suero de galina inmune: (S:) Suero dL glllma inmune: (S._.)
con cepa modificada: (C.)

“con cepa o-iginal: (Cy)

| Co+ S i Co+ S 1l

L C,o+ 8. 155 C. + S 115

L C, 4+ S, 1:10 Co + So 1:10

[ ¢, 4+ S, 1:100 C. + S 175}00

| = iging S, = Suero de la cepa orxgmal-
Gy = Cepa origins ‘ S‘|. = Suero de la cepa modlfl-

a dificada 2
C. Cepa mo cada.




v

Y ose hizo reacctonar Gadi wno de los Aueros y cada ung de log ce

pas o farma cruzada,

Ve Seagrega 1000 LE de penictling por ml oy | mg. de cst‘l‘tpi

tamicimi por ),

oS¢ dejan actnar los antibigtivos durante una hora a tempera-

turn del Laboratorio,

S —Las mezclas ce mocntan cada una de ellns en 4 huevos.

0.—S¢ inocularon 4 huevos como testigos de cada cepa (sin sue-
ro) a las cantidades de 0.1 v (.2 respectivamente como - control: y
para punto de referencia dei desarrollo relative del virus.

7.~Se incuban los huevos 6 dias a 37°C

i/

8. —Se¢ abren los huevos para comparar los grados de dcmrrollo
v ver hasta que diluciones de los sueros se neutralizaron las cepas.




x\m'nmcum se Heva

t
i
i
i
H

Téeniva 2.

Se siguicron les mianos PAsos que en ld teenica 1, yolo yuge csw'

cabo con diluciones de las dos cepas hagta
11000 como seindica en el sigulente cuadro: '

A7 Suero de galling inmune S,

von cepa original C,

S
Sx
S
S)

("‘“
C:\V,

C,
.

v

“CT o Suero de gollina inmune S,

Coo 11000
G, 12100
C, 1:10
C, 13
S, I 1

S, I

S, Lo
S, 1100

con cepa original G,

nw

SNSNNL

~~
L4

e

Sucro de

S, + C.
C.
S. + 8§,
S,
S,
S,

gallina in
con cepa modificada C.

[

1:100
1:10
1:5
1:1
1:5
1:10
1:100

D Qumo de gallma inmune S,
con cepa modificada- C.

mune S,

1:100

Cy 1:10
C, t:3
S,
S. t:5
S, 1:10

C.+ S
Cg‘*‘ S:
C.+ S:
Cot 5.
C.+
C.+

1:1
1:5
1:10
1:100
1:1000
1:10000

Cepa ‘original
Cepa modificada
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Adaptacion del viens a cultivo de tefidos,
Después de numerosos intentos para lograr el desarrollo 'del vi-
cus en cultve de tejidos, de Jos que hablare primeramente, se logré
hacer que éste creciera siguiendo el Bsquema 1,

T'ejidos de hucro embrionado,

Membeana Corioalantoidea,
Fmbrion total.

Primeramente se procedio a obtener el cultivo de tejidos a partir
de membrana coriolantoidea y de células del embrion total. Las célu-
fas de la membrana coricalantoidea presentan cierta dificultad para
Ldheriese o la pared de la botella por lo que el desarrollo no era su-
ficiente.  Sin embargo, se siguio usando este cultivo paralelo al de las
s resultados; debido a que estos

celulas de embrion para comparar lo
tueron poco concluyentes se desecha el cultivo de células de membra-

wa cortoalantoidea.

Virus

Virus liofilizado.
Virus recién aislado.
ados y el de la cepa recién ais-

Se inocularon los virus liofiliz cién -
ltivo de células de embrién como.. ./

jada simultaneamente tanto. cn el cu
o de vélulas de membrana.

en el cultiv
o con virus concentrado y diluido 1:10::0b

rollo del virus de la cepa sin liofilizar 'por
a inoculacién de-las botellas. .« ="

Esto se lleve a cab
servandose mcjor desar
lo que se empled ¢sta para ]

Sly



Médivg de cultivo,

Medio de Melnick.
Medio 109,
‘.l'.l medio de Melick se uso para el desarrollo de lax células ob-
teniendose muy buenos resultados,

N P I (31} oo 1l B N

El medio 199 se utidize para ¢i desarrollo del virus, encontran.
dose esciaz desarrollo, por oy que se proba ¢l medio de Melnick. Este
din tambien vit este caso, resultindos satisfactorios,

E“'qn‘\‘{l!.i 1

Se sigmo el plan de hacer fos pases por cultivo de tejidos alter-
nados con un pase por huevos embrionados para estimular el desarro-
ilo del virus constituyendo esto la cadena vertical.

Simultancamente se hicieron los pases del virus solamente en bo-
reilas con cultivos de tejidos, Jo que repesenta la cadena horizontal.

Para la obtencion dei desarrollo del virus en cultivo de células
de embrion de pollo en el Esquema | hubo necesidad de efectuar 10
nuevias siembras celulares o partir de embriones de pollo de 11 dias

siguiendo el metodo citedo en el capitulo sequrdo.

f.os mejores resultados se obtuvieron sembrando 55 x 10* célu-

las por mi. de medio de Melnick, que fueron incubadas duante 5 dias

a 377

Una vez obte
imoculacion  del virus
Buckenau con 1D,
dilucion 1:10°* y como m¢
mente se cambid por ¢l medio de
Cuando no hay cambio ¢
ViTus. i

Melnick que dié mejores resultados.

Constituye lo anterior ¢l primer pase y punto de ‘partida de»la

1

52

nido ¢l desarrollo de las células se procedio a la
(por duplicado siempre) utilizandose la cepa . - ‘
en membrana coricalantoidea igual a 0.2 ml, de.
dio de cultivo el medio 199, éste posterior- =

n ¢l color del medio indica crecimiento del -




vadena vertica. y - or vontecuencin punto de partida paga s hrlmcmy
cadena harizoats ‘ '

’ e cu<.1u pise ae extrajo el cobre-objetos, gue prcvhmwnldm co-
loco en el inter e de las boteday con ¢l objeto de observar al micros-
copio las 1o tones citopatolégicas ocasionadas por el virus a las célulos

Hae di crentes afinidades de los virus por las ctludas, causando
cxiones en ol protoplasma que se manifiestan por ln apari-

algunos. |
otros cansan lesiones en el nicleo deformandolo

cion de v cuolas;

Lot Heo ©oa dispersarks,
El s de la virnela Aviae atacay al nicleo deformandole hasta

present. formas alargadas v algunas veces disgregandolo.

zo la prueba de supervivencia :

A cada pase por botella se le hiz
en 6 huevos comprobando asi los cfectos citopatogénicos de las cé-

julas.

Llna vez resultando positivas estas dos prucbas se efectia ei si-.

guiente pase botella,
Cadena Vertical,
Primer Pase por Botclla.

ml. del virus de la cepa original a la fbot"ella [y

4 dias a 37C.

Se inocule |
ae incuba durante

Primer Pase por Hugevo.

laron 6 huevos con 0.2 ml del liq(xi_dngl pritne‘r-;.pﬂavééu"»ﬂ gy
espacio de seis dias.t_Resul:ﬂ s

Se inocu
por botella, siendo incubados a 37°C. por

tando 4+ de desarrollo.

Segundo Pase por Botella.

Se cosecharon las nembranas de los huevos mfecta‘dqsdgx}fg}__i?;!-’
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e aae e . 0 . § , . N .
mer june 3 provede o inculacion de las botellas 1 coin 1 ml, de
spwpension . dejhndese menbar duante 4 dias a 37C, A i

. * - o : G B

4 .
.Sf'.:,'!!.’h.[(‘ I’sz 'p_“_)!' .,,,!Efélﬂ”

P ,, . . . , . i B
‘ (,‘nn‘ 0.2 f”l' de suspension del 20, pase por botella. ze inocularon e
hueves, incubiandolos por un lapso de 6 ding o 37°C, Resultando 44 . ¢
g desarrolio, i ) ! L

Tretoer Pase poe Botella,

Se cevecharon tas membranas de los huevos infectados en el 20,
pase v ose procede a e moculacion de las botellas 11 con | ml. de
cuspension, deandose ncubar durante 4 dias a 37°C.

'l'vrrt‘r /).m' por Illu'm’),

Cen 0.2 ml de suspension del Jer, pase por botella se inocula-

ron huevos. incubandolos pur un lapso de 6 dias a 37°C. Resultan-

do 4+ de desarrollo.

Cuarto Pase por Botellu,

huevos infectados en el

las membranas de los :
as IV con } mh

Ser. pase vy ose provede a Ia inoculacion de las botell

de suspension. dejandose incubar 4 dias a 37°C.

Se coscecharen

Chearto Pase poe Huevo.

Coon 0.2 ml. de suspension del 4o, pase por botella se inocula-
con hueves, incubandelos por un fapso de 6 dias a 37°C.  Resultan- -

do 4 de desarcollo

Quinty Pase por Rotella,

Se cosecharon las membranas de los huevos m‘egtvado‘s’_en el 4o¢
a4 la inoculacion de las botellas .V c»cn‘fl“m\l'-,;dsﬁ'
incubar 4 dias a 37°C. S

pase y Se procede

suspension. dejandose

(S 4]




Quinto Dase por Hoevo,

_ Con OWT mi. de suspeosan del 5o, pase por botella se inocula-
rons hueves, ineubandalos pos an lapso de 6 dias a 37°C Re‘sult'-m'.

do = de desarrolio

Sexto Pase por Hotella

P T, i : R
aembranas de ins huevos infectados en ¢l 5o0.

Se cesecharon las
de tas botellas VI con | ml de

Pase oL pr(ix'n:dc a da noculaann
n, dejandose ineubar 4 diss a 37 C

SUSPENSIO

Sexte Pase por Hoeeo.

Con 0.2 mbl de suspension del 0o. pase por botella se inocula-

ron huevos. mcubandolos por am lapso de 6 dias a 37¢C. Resultan-.

do 4 de desarrollo.

Seprima Pase por Botella,

cs infectados en el Go.
Has VI con | mb d(:_'

Se cosecharon s membranag de los huev
inoculacion de Jas bote

4 dias o 37C.

pase o xe procede o in

SUSPE NSO, dejandose incubar

Séptimo Pose pt [ fuevo.

por botella se inocula-

4 37°C. Resultan-

suspensian del 7o. pase

Caon 0.2 mb de
un lapso de 6 dias

ron huevos. imeubandolos por

do 4+ de desarrolio.

Octave Pasc por Botella,
dos en el 70,

de

membranas de los }mev()sg,infectq )
inoculacion de las botellas VI con I mh

4 dias a 37:C. -

Se cosecharon las

pase y se procede a la

suspension, deja ndose incubar

Octavo Pasc por Huevo.

nsion del 8o moc‘ubl,;l- P

Con 0.2 ml. de suspe pase por botella se

g
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" con huevos, incubandolos po Ans R
F por un l.\pstj de 6 dias a .379(4. Resulian-

do 4+ de desarrolio.
Primera Cadeaa Horizonzal,

La botella I en que se efectud el primer pase. sirvié de buz"}tb“fiﬁ.;
de partida para lh pnimera cadena horizontal, suprim(éﬁdbselldék pvz‘l‘- -
ses por huevo para lograr ta adaptreion del virus al désaz"rol‘ldréié‘ :
clusivamente en cultive de tejidos.  Explicado y&anteriormenté o
primer pase. de lu suspension obtenida en éste se inoculs .1 ml. ala’
potella 2 dejandose mcubar durante 4 dias a 37¢C. constituyendo el
segundo pase vy asi sucesivamente hasta el 3er. pase en que el des-
arrollo del virus fue negatvo, '

Segunda Cadena Forizontal.

De la botella 1 de la cadena vertical se llevé a cabo la segunda
cadena horizontal, en la forma siguiente: de la suspension de la bo-

wella citada se inoculd 1 ml. a otra botella con células, y asi sticesi=

camente. hasta Hegar al So. Pase en el que el crecimiento del virus -

rue negativo.

i, Botella ¢+ 1 de desarrollo.

2a. Botella Do de desarrollo. :

la. Botella + de desarrolio. ]
4. BHotella de desarrollo.

3a. Botetla de desarrollo.

Por lo are se suspendio esta cadena.

Tercera Cadena Horizontal.
De 1a Botella i1 de la Cadena vertical se llevo

cadena horizontal, siguiendo al misma técnica que pard -

denas.

-
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ta, Botella = ¢ v 1 de desarrolle, : T
2a. Botells + =44 de desarrollo, A S

1. Botela < =+ de desarpllo. S
4a. Botella - de desarrollo, o
3a. Botelia - de desarrollo, . s
ba. Botella - de desarroilo, . o e T

Cadena 3a. Horizontal,

Faty cadena resulto al observar el poco éxito en el desarrollo de ,
vitus pues se pensé en darun estimulo por huevo después de la bo-
tella 2 de la cadena 1 {En la que hubo + 4+ de desarrollo).

1a. Botella .+ ¢ de desarrollo.
24. Botella - -+ de desarrollo.
. a 13a. Botella » + de desarrollo.

Cuarta Cadena [loriz ontal.

1a. Botella - - =+ de desarrolio.
2a. & 4a. Botella de desarrollo.
.+ oi ¢ de desarrollo

Za. a 3a. Botella
Quinta Cadena Hovizontal,

ta. Botella -+ ¢ de desarrollo.

Ja. o 3a. Botella & -~ de desarrollo.
4a. a 3a. Botella i« de desarrollo. , g
el 5c. pase pues se hacia simultaneo
a no empezar.la ‘cadena:s
btenido resultados

Esta cadena se siguio hasta
a las otras ¢owmo prccaucibn_ cs decir, par
guiente desde el principio cuando no st hubieran ¢
en las cadenas anteriores. ‘ o
a se habia adaptadov'cl;virp_s,
brion total. B

Se suspendio esta 5a. cadenn pues Y
4 desarrollar en cultive de células de em
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btenido el 107 pase por bo
ns;ﬁa& de desarrollo’ :

Cs o~ Virus o

Virus “original




Obsgervacianes del Esquema namero 2

Cepo ol 10" Pase por botella

A partir de Lo dilucion de 1:32 se obtuvo wua disniivﬁ'ucié‘ﬁ ‘en él

Sasarra e v be cir - N : - . S
desarrollo de los virus hasta Lo dilucion de 1:256 donde se obtuvie-

o 3 POTOATY N o irry N PN . ’
ran A lesiones, teniendo en cuenta que una dosis infectante equivale
a una lesion wnemos gque

2900 2 1250

entonces habra 1250 doss mnfectantes en 0.2 ml de suspension de

virus de Lo 104, botella
Cepa Origmal,

Se utilizaron diluciones hasta 1:1020 observandose en todas las
Jiluciones un desarroilo exhnberante, este experimento con la cepa
original s¢ hizo como punto de comparacion para ver si no habia ba-
jado su poder infectante durante ¢l tiempo en que se verifico ¢l tra-
bajo.

Resultados en la determinacién del grado de virulencia en-aves. -

de fa cepa obtenida al bo. Pase.

escarificacion de la cresta en tres pollos para

La inoculacion por
& dias al cabo de los cuales se obtu-

cada cepa se ohereva durante
vieron los siguientes resuliados:

Las aves moculadas con la cepa original presentaron numMerosas

lesiones localizadas en la crestay orbitas. '

a obtenida al 6o. Pase por Bote-
5l

Las aves inoculadas con la cep :
la presentaron lesiones. aproximadamente el 10¢ con respecio:

cepa original.
Esquema No. 3. - b

Wk

Resultados de Ha potencia del suero de aves vacunadas® tanto”.
obtenida al 6o, Pase en cultivo.

con la cepa orginal coma con la cepa

60



!1 A ¢, + S
LA 1l 4+
LA, 1S 4 -+
LA 1100 5
COA, 1100 6
o G S,
¢ 1 3
q C.: 1:.-; ‘ j 'i'
C. 110 Muertos
IRECH FTVR B

3] sucro obtenido de las ave
5o en las diluciones indicadas en el esquema
Y las cepas se usaron sin diluir ¢

Caso A.—~Como puede observarse el sue
4 lan misma cepa hubo una mu

al penerse frente
cioén,

Caso B.—El suero de |

Esquema No. 3

grado a la cepa modificada.

Caso C.~El suero de k
alto grado.

ginal pero tambi¢n no en

Lu cepa homologa.

Caso [D.—El suero de

61

B,
3

B3,

“p-

) vacun

a cepa original neutr
Vv cepa modificad

Ja cepa modificada neutra

e s,
el + ‘
1:5 2
1:10 2 !
1100 3 +

C. + S,

1:1 —
i:3 —
1:‘0 " o
1:100 i

adas con las dos cepas s¢

{No. 3).

n todos los casos.

ro de la cepa original
y escasa neutraliza-

aliza pero no en alto

2 neutraliza la cepa ot~

liza fuertemente:




Faguema Mo, 4
I vperinienta 2 ’ R
Experimento 2. ) i

Resultados de Ty potencia del svern de aves vacunadas tanto con
la cepa original como con la cepa obtenida 2l 6o, pase en cultivo de
tejidos.

CATC s B &S, |
w . AD 1000 L, BC N ;](;MM«” -

. "‘ £, AC 1,100 3o ;: ' BB 1;]00 2 ' e
R AR 110 5 ;’5«‘5 i BA 1:5 4
g AN 155 3§ . '
Z g B, Sin diluir 5 +
=5 N Sin dilnir 6+ F £ 3, 1:5 4 +!
TTE A 13 6 . ~wE B0 e
N, 1100 5+ i

.. CCooa 4 D, Sin diluir =}

e B P 5 |
ney ,, A LT e . D [ B R
g CA -1 b2 8§ D 110 ~i
z . Sin diluir 24+ 23 7 D, 1:100 -
Z_c L =3 D, 1:1000
233 ¢t 3. BT D o0 2

i .

Ciaso A —Como en el primer expenmento. el suero de la cepa
criginal también dio muy escasa neutralizacion frente o la cepa homo-
oga, diluvendo el virus si hubo una neutralizacién ascendente cg‘gq‘.
do habia una dilucion cada vez mayor de los viras. Lol

Caso "B —El suero de la cepa original, también en cStf:‘,__g;{cp
mento, neatraliza a la copa modificada en un grado muv bajo ya que
atn en dilucion 1:100 ¢s poco notoria. ‘ s

Caso “C7.—El suero de la ccpa-quiﬁcada neutra_!iz;'la;ccpa‘
diluyendo et virus 1:5; frente a,suero

zacién. o

“

wriginal no en alto grado ¥
concentrado hubo ya una marcada neutrali i

Caso "D —Fi suero de la cepa modificada en estve,‘cxvp?_f,‘m. 0. -
neutratiza a su cepa homdloga casi totalmcnt‘e.. hana‘]a'é_i_lu on.

1:1000.
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|.—En el desacrollo de células de tejido en botellas, los mejores
resultados fueron obtenidos con célulag de embrion total, pues las cé-
tulas procedentes de membrana corioalantoidea presentaton dificultad-
de adherirse a la pared de 1a botella por lo que no se desarrollan

suficientemente los virus.

7. -La viabilidad de las células de embrion total continué por

periodos hasta de veinte dias.

3.~ Al usarse tanto el virus liofilizado como el recién aislado
pudo comprobarse que los ltimos desarrollaron més facilmente “en
cultivo de tejido que los liofilizades probablemente porque afecte al

virus In liofilizacion o el tiempo de almacenaje.

4 —Fl virus de la viruela aviar pierde la propiedad de reprodu-
citse con las congelaciones y descongelaciones. o
excelentes resultades tanto

5 - FEl medio de Melnick presentod
| crecimiento del virus en .

para el desarrollo de celulas como para ¢
relacion con el maeddin 199
b —De los resultados del Esquema | podemos concluir que

el virus logra adaptarse 4l cultivo de tejidos porque:

a} El pase por huevo en la cadena vertical estimu\a-penédlca_—

mente ¢l desarrollo del virus.

'

b) En Ja la. 20.Y 3a. cadenas puede

verse una progresiva
irus a cultivo de tejido. o v o

adaptacion del v

ede verse que el

¢) En la cadena I A, pu que
grandemente el c©

tes de empezar ¢sta, incrementd
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obtenicndose solo una ligera disminucion de éste respecto al desarro
! Spt { i -

flo normal del virus,

N  eoaclen: T . .
d) Fan la cadena Iy yib r)“(.df: verse una ﬂdﬂptilcif)n hasta el

Pig. pase por botella,

7 —Respecto a Lo miectividad en cbrign de pollo hay una dis-
minucion respecto a bacepa original causada tal vez por: ‘

virus en la botella en compara-

4 Dismmucion del mimero de
i membrana corioalantoiden don-

cion o la cepa oriinal desarrollada v
de presenta su desarrollo maximo.

by Disnunucien de la infectividad causada por el cambio de me-
dio de vida, de membrana corioalantoidea por cultivo de tejidos.
§.—La virwencia de la cepa del 6o. pase en la cresta de pollo,

Al E - B o HPe 3
disminuyvd en gran escala respecto a la cepa original pudiendo ser: .

menos nume

aj  Debido a que los virus eran rosos en los culti-
vos de las botellas, que en fa cepa original que procedia de la-mem-
icidea en donde es sabido se desarollan exhuberante-

o

brana corioatan
mente.

anto de la extension como de la

b)  Debido a una disminucion t
| virus al 100. pase cau-

n 1o intensidad de reaccion de

disminncion ¢
o medio de vida.

sadas on o adaptacion al nuev

9, — Potencia del Sucro.— st experimento no s¢ hizo en una es-
grande como para obtener datos exactos pero.

ables resultados.

cala suficientemente
puede obscrvarse los prob
asa neutralizacién” det:

ubo una muy €s¢
a puede deberse:

a) Caso A.—En el que h

suero fronte a su cepa homolog
pasada recientementé por, ‘hue
judiciales ‘so-

abia sido 1
¢ tuvo efectos per

lo.—A que la cepa 1o h
Imacenaj

vo y tal vez la duracién del a
bre el poder inmunizante de la cepa.
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33 e Dobyicin - s el v ‘
20.—Debido a que el virng estaba muy concentrade y

s el suero
H0 alcanzd o neutralizar of vieys, : :

) Caso Bl Bl suero de by o i
b} Caso B El suere e fa VeERE original neutralizg pero no

en grado bajo a I cepa obtenida de) 6o, pase en cultivo de tejidos
pudiendo xer debido |, e

Fo—El suero de 14 Cep
un titulo wuy haje por

origmal como ya se dijo puede tener .
1iber bajado ef poder inmunizante de la cepa- - .
eriginal ol almacenarse bempo gue durd este trabajo. ' .

2o A que b adaptacian del cirus @ otre medio de vida produz-
CROUR Ccepa un teuto modiflicida,

vl Case Co—FEJ suero de la cepa de cultivo de tejidos neutraliza
la cepa original en un nivel mas bajo que el suero original frente.a
fa cepa de cultive de tejidos ocasionado esto probablemente :

L—Debido o la elevada concentracion de la cepa original,

2~Tenenda en cuente ademas que seguramente Ta cepa de cul-
tivo de tejidos usada para Ly inmunizacién tenia una concentracién '
mucho menor a o cmpleada por la cepa original ya que como se ha
repetido, L cepa ariginal fue obtenida de la membrana coriocalantoi-

deit donde presenta excelense desarrotlo.

d} Caso D.—El suere de la cepa modificada produce un suero R
con un poder neutralizante bastante elevado.

e} —El suero de Jo cepa modilicada tuvo en este trabg,plmia;
poder de neutralizacion para la cepa original que FI'S,“’?F?,;?;,_S“?I
0 sea, que tiene mas poder antigénico el suero de la cepa ‘modificada.

f).~El suero madificado neutraliza mas fue;t*gxnent.gi' su:propia

cepaque a la cepa original.

De los resultados obtenidos en el primer expe.rmx_ento,g;}_ri_%ﬁt ’;
bar el poder neutralizante de los sueros de las dos cepas‘en estud 8

b(, » &



s prisd que o resultado pegativo de lu cepa original frente a su sue-
o homalogo. podria ser debido en parte a la é'tlla cnncen't;aéit‘m de
la cepa. Flara comprobar esta suposicion. se hino un scq\ma()‘ expe-
rimentu, peando os soeros sin diluir frente a las dos cc}ms ﬁn rd}]i;.-

Gelies PrOYTESivas.

g) Clase S A B oy tesultades de estas pruebas, se notd una
aeutralizacian positiva cnando se dituye el vivus. ‘
pecto al primeis puaede verse que el suero de la cepa criginal en este.
cequndo experomento resulte mas détnl que en ¢l primer experimento.
Drobablemente debido wuna diferente tespuesta de los pollos: pero
pudo verse gue e dilucion 1100 del vires hay una ligera neutra-

Hzacion.

() Case "Ci—-Laes resultados en este sequudo experimento y en

¢l primero, respecto @ los pasos gque s¢ repitieron, fueron un poca di-

vergentes: sola que ya we hota on la dilucion del virus 1:5 una mar--

cada neuiralizavion.

ji Caso R J PETS resultados tambizn en este caso. confirman el

Wi Caso Dl ies resultados en el segundo experimento res-

primer experimente.y ademas se observd que ¢! suero a dilucion 1100

wenin un poder aeutralizante clevado.
De tos resuliados biajos observados en ¢i prioer experimento,
puede decirse qne 14 cepa original usada, se encuentra a elevada con-

centracion.

k). —El suero de facepa criginal,
cus modificado empreza @ neutralizar esta cepa.
1).—S¢ comprobd que ¢l suero de los pollo
proveniente de cultive de (ejido tiene un poder.
que el suerc de pollos wmoculados co
coricakimtoidea de hueves embrionadas.
10, —las Ventajas de este métedo para una futura |

Jde vacunas son las siguentes:

Goto a dilucion de 1:100 del 'v,i-..

sroduccion

s inoculados con Virus.
neutralizante mayor
p virus cultivado en membrana




) o
o

1)—Es mucho wmax sencillo emplear ol cyltiva de tej
huevos embrionados por el delicada cui
rejo de éstos,

fdos - que
idado de observaciey y ma-

2.--Se climma grandemente fa contaminacion provenients de log -+

huevos,

J—~Practcamente puede verse jue economicamente es mejor

toRespecto al virus se puede decir también por la numver'osas

shservaciones, gue este metado daria vna o iformidad en el crecx-
riento de los virus va gue e podrian hacer lotes grandes de botellas
con cultvos de tepidos sometidos o las mismas condiciones de des-
arrolla, por o tanto estos culitvos producivian un medio uniforme
para el vitus vosa que no se obbhene en huevos embrionados por su -
diferente provedencia v oporgue cada uno en su modo de reaccionar. .
es individuahnente distinto : ‘

S.~Sin vuwharge, no hay que olvidar que la eficacia r)e os dis-
vatos tpos de vacunas depende de la cantidad de proteinas. de ¥
rus que sontenga voque las buenas vacunas se deben hacer a par-
tir, solimente, de celtivos ricos en virus de alta virulencia 'y s ﬂthe{‘
sicdad. Y debe tenerse en cuenta que si los virus se coltivan e
celulas diferentes a las del huésped natural, existe la posibilidad de
producir cepoas modificadas fas cuales pueden perdec su \xrulcqcra y.
antigeniadad: pero conservan su poder de reproducirse.

En este trabajo puede verse que en la cepa que k)gro ad‘ :
al desarrollo on cultivos de tejide Ja virulencia disminuye, favorecie
do ésto la vacuna. con ela preducida, porque no dio reaccion
fuerte al ser aplicada a los pollos. En cambio tenemos. qv;)e g
su capacidad de reproducirse como su poder unhgcmco ey bas

aceptable.







pitg del virus de la viruela aviar,

1.—Se trato de adaptar dos ce
los, nsando membrana corio-

a dos concentracionss, al cultivo de tejic
alantoidea v embrion tatal.
aistada de girus de la vitue-

daptar o cepa reCien
4 aviar « cutteve e mbrion depollo hasta ¢l guinceavo

3 50 togro o
tepdos de e
‘\\S\:. TN
en cada paso neresd. ..
La comproba- <
en'las

del wvirus,
cultivo de tejidos.
vacion de los cambios citopatologicos:
¢l virus y por las lesiongs en Ja:
ados al ser inbculaadk

3.-Se vomprobd L
ap adaptacion 2

extstonda

o, para logear
«or b ohser
colulas cultivadas ¢ inoculadas con
rivalantoiden de  husvos embrion
cultivos en tejidos.

cion se Mo f

\nembrana o
con los liguides de lox
& membrana corioalan- -
+ modificada como de |

4= Se deterne

toidea de huevis emby

1o desis nfectante eb }
tante de la cep

i adon.
1t
1o resultados.

Ta cepa orivinal. pars comparar
5. - Se extudio ta ciulencia paralelamente €n aves. de la cepa mo-

dificada v e Ly ceps original. :

as cepas, anto modificada com‘ovo_t'iginal,

llas en pollos.

§.—S¢ hizo reacgionar }

con los sueros producidos por ¢
ro homdlogo
poder

eron con su sud

Las reacaiones fu
arativamente su

das, para estudiar comp
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