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INTRODUCCION

Los virus son forzosamente parasitos que para su reproduccion
dependen totalmente de las células vivas. Esto los distingue de otros
microorganismos, la mayoria de los cuales metabolizan rapidamente
y se propagan en medio artificial. Una de las diferencias méas impor-
tantes entre los virus y las bacterias mas comuUnmente conocidas es
su resistencia a sulfonamidas y antibidticos, segin lo ilustra la figu-
ra N9 1. Recientemente se encontraron algunos compuestos quimicos
que interfieren en los pasos iniciales que conducen a la sintesis de

algunos virus, pero que son totalmente inactivos contra las particulas
de virus maduros.

Otra de las diferencias que frustré a la mayoria de los primeros
investigadores es la invisibilidad de los virus. Mucho tiempo después
que las bacterias pudieron distinguirse claramente por medio del mi-
croscopio O6ptico, el virdlogo todavia debia llegar a conclusiones ob-
servando los efectos de estos agentes invisibles en huéspedes naturales

o de laboratorio. Técnicas especiales de microscopia resolvieron el
problema.

La Microscopia y sus revelaciones

Gracias al microscopio electronico, se descubrié que los virus son
organismos en particulas bien delimitadas y de forma y tamano de-
finidos. Pueden tener forma de bastdén, como el virus del mosaico del
tabaco (Fig. N9 2 a) de renacuajo, como el virus bacteriano con cola
de la figura N2 2 b. o simplemente ser esféricos, como parecen ser los
virus poliomieliticos (Fig. 2 c).
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Fig. 2.—a) Virus del mosaico del tabaco amplificado 60.000 veces, b) Bacteriéfago
amplificado 104.000 veces. Noitense las cabezas y la estructura helicoidal de las
colas, ¢) Poliovirus del tipo 2 (MEF-i cepa) amplificado 200.000 veces. Las particu-
las individuales estdn levemente achatadas y parecen més grandes que las que
{'irman parte del conjunto cristalino (publicado por primera vez por el Dr. O. E.

Schwerdt, y utilizado con licencia).
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Fig. 3

Fio. 3.—a) Parte de una capa de células de higado de embrién de pollo no infectado
amplificada 23.500 veces; cm: membrana de la célula; nm.: membrana del ntcleo;
Ti: ndcleo; m: mitocondria. b) Célula de higado de embrién de pollo 48 horas
después de producida la infeccién con virus gallus (GAL) del tipo adenoide, etapa
final de la infeccién, amplificada 39.600 veces. El ntcleo est4d ocupado con grupos
de virus del tipo cristal con distintas orientaciones. La membrana nuclear se esta
desintegrando. Quedan solamente fragmentos del citoplasma. (Publicado por pri-
mera vez por el Dr. G. R. Sharpless, y utilizada con licencia).
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Relalive Sizes of Viruses of Vertebrates, and Major Fine Structures

Fic. 4—Tamarios relativos de virus de vertebrados, y estructuras finas principales
(Modificada de un articulo del Dr. R. W. Horne y usada con licencia).

Fig. 5

Fic. 5—Centro: modelo de un solo adenovirus canino. A ambos lados: fotografias
do particulas individuales preparadas por medio de una técnica de 4cido fosfotings-

tico y amplificado 1.100.000 veces. Las capsomeras estdn alineadas en caras con

forma de tridngulo equilatero, seis en cada arista. Las flechas indican 2 capsomeras

en simetria (de 5 veces) que son los miembros terminales de una arista de 6
unidades. (Publicado por primera vez por M. C. Davies y usada con licencia).
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Este primer descubrimiento desperté en los virdlogos el deseo de
mayor informacién, especialmente en lo que concierne a la estruc-
tura de la particula virosa individual. Pero por el momento parece
haberse llegado al limite del alcance del microscopio electrénico. Este
ha llegado a registrar en placas fotograficas la sombra de los virus,
ampliados entre 10.000 y 30.000 veces. Sin embargo, con instrumen-
tos mas poderosos y técnicas mas depuradas para seccionar, fijar y
sombrear se han abierto nuevas perspectivas. Una mejor definicién
de los instrumentos y un seccionamiento ultra fino a través de las cé-
lulas hizo posible el estudio de la delicada estructura de la unidad
biolégica (Fig. 3 a). Incluso fue posible observar in situ, la repro-
ducciéon de un virus y la destruccion de la célula. La figura N° 3
muestra un adenovirus que se ha multiplicado y ha ocupado casi
completamente el nicleo de una célula infectada.

Por medio de la revelaciéon de la fina estructura y configuracién
de muchos virus, el microscopio electréonico ha contribuido significa-
tivamente al ordenamiento taxonémico y racional de los virus, como
se ilustra por medio de los diagramas de varias formas y tamanos de
virus animales en la Fig. NP 4. La micrografia electréonica de un ade-
novirus verdadero muestra la fina estructura de una sola particula
del virus (Fig. N° 5). La particula del virus es poliédrica, o mas
exactamente icosaédrica, y tiene 20 caras en forma de triangulo equi-
latero. Cada cara del triangulo esta formada por 6 subunidades o cap-
someras, haciendo un total de 252 capsomeras en toda la particula.
Este ntimero de capsomeras es constante para todos los adenovirus,
sin considerar las especies de cultivos de las cuales se derivan, pero
es diferente para otros grupos de virus que tienen la misma configu-
raciéon. Por ello, los poliovirus, que también son icosaedros, pero cuyo
diametro es de un tercio del de un adenovirus. tienen en total sola-

mente 32 capsomeras.

Por lo tanto, se dice que los adenovirus y poliovirus, que no tie-
nen capa ni envoltura, son “desnudos”. Por el contrario, los virus del
herpes, que son también icosaedros, poseen una envoltura, al igual
que los virus con estructura helicoidal, como los de las paperas (pa-
rotiditis) y la gripe.

Otra contribucion importante de la microscopia fue la introduc-
ci6on de anticuerpos marcados con fluoresceina en el estudio de los vi-
rus 2. Como todas las técnicas seroldgicas. el método se basa en la
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Fig. 6.—Fotomicrografia fluorescente de tejido de higado de perro infectado con

virus de hepatitis infecciosa canina. Completamente madurado, el cuerpo incluido

rodeado de una membrana nuclear de fluorescencia muy brillante denota la pre-

sencia de un virus antigeno en ambas estructuras. (Publicado originalmente por el
Dr. D. L. Coffin y col., y usado con licencia).
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reacciéon intima entre las sustancias antigénicas y sus correspondien-
tes anticuerpos. Las moléculas anticuerpos estdn quimicamente com-
binadas con fluoresceina antes de mezclarse con el virus. El complejo
resultante, virus-anticuerpo, se hace visible con microscopio Optico,
ya que el limite de la coloracion fluorescénica se hace mas viva por
la luz ultravioleta. En la figura N" 6 se ve claramente la inclusion
intranuclear oprimida del virus en la célula del higado de un perro,
infectada con virus de hepatitis canina \ La técnica de anticuerpos
fluorescentes se aplica ampliamente tanto en investigacién como en
diagnostico. Es mas rapida que otros métodos seroldgicos sin sacrifi-
car la especificidad del antigeno-anticuerpo, lo que constituye otra
ventaja sobre los deméas procedimientos microscopicos.

Contribucién de los Estudios Bioquimicos

Los progresos efectuados en el campo de la bioquimica virédsica
también han sido de importancia. Se descubri6 la existencia de virus
formados por una capa exterior de subunidades que consisten en su
totalidad de proteinas, alrededor de un centro ya sea de acido ribo-
nucleico o desoxiribonucleico. En ningtin caso un solo virus contenia
ambos acidos nucleicos. Se descubrié también que los acidos nucleicos
libres de los virus vegetales, bacterianos, o animales, eran capaces de
inducir tanto la infecciéon de una célula como la reproducciéon de vi-
rus completos, aclarando que la capa de proteina no juega ningun
papel en este proceso. Sin embargo, no existe casi duda de que esta
capa facilita la adhesién de la particula intacta del virus a la célula
del huésped, y favorece una distribuciéon mas econdémica del acido
nucleico vital en las infecciones naturales. Es mas. los estudios inmu-
nolégicos han demostrado que los anticuerpos provocados por infec-
cion estan destinados solamente a actuar contra las proteinas de la
capa exterior, ya que no pueden neutralizar la infectividad del acido
nucleico del mismo virus. Con el descubrimiento del caracter infec-
cioso de los acidos nucleicos, y de los pasos basicos de la sintesis viral
dentro de la célula, la virologia ha penetrado en el nivel molecular
de la relaciéon huésped-virus.
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CULTIVO DE VIRUS

El estudio de un microorganismo o la preparacién de la vacuna
contra esie depende de un método conveniente de propagacién del
agente en cuestion en el laboratorio. Durante muchas décadas, algu-
nos virus solamente podian propagarse en sus huéspedes originales.
Por ejemplo, aprovechando la similitud entre los virus de la viruela
y la “vacuna”, enfermedad leve del ganado se desarrollé una vacu-
na efectiva para proteger al hombre contra la temida viruela. El vi-
rus de la “vacuna” se podia obtener en cantidades ilimitadas infec-
tando terneros jovenes en el laboratorio, lo que hacia innecesario la
preparacién de una vacuna para los virus mas malignos de la viruela.
En lo que respecta a enfermedades virosas de animales domésticos, el
célera porcino se estudié mediante la infeccién artificial de cerdos
susceptibles. Cuando se descubrié que sus visceras y sangre estaban
muy cargadas de virus, se hizo posible el desarrollo de una vacuna
contra el célera porcino. En forma similar, el progreso efectuado en
el estudio de la fiebre aftosa dependié de la inoculacién experimen-

tal del ganado, y en esta forma se desarroll6 una vacuna bastante
efectiva.

Aunque la propagacion de los virus en sus huéspedes naturales
ora util, el campo de accién era limitado y evidentemente este mé-
todo no podia aplicarse a los virus que provocan enfermedades hu-
manas. Debian encontrarse cultivos de laboratorio convenientes para
la propagacién de estos ultimos, lo que se logré para una cantidad
de ellos. Como ejemplos podemos citar el virus de la gripe, que se
propagd en ratones o en hurones, y el virus de la poliomielitis, que
causa paralisis en ciertas especies de monos y en los ratones. La téc-
nica del “huésped animal no natural” resolvidé una cantidad de im-
portantes problemas inmunolégicos; un ejemplo clasico es el de la
vacuna para proteger al hombre y a los animales domésticos contra
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Fig. 7.—a) Diagrama de embrién de pollo en el 3-' a 5" dias do desarrollo. Nétese
vi sistema vascular hasta y desde la cavidad de la yema y la membrana alantoidea.
Ei embrién estd encerrado en el seco amnidtico. Las flechas indican el pasaje de O..
y CO, a través de los poros de la céscara del huevo, b) Diagrama de un embrién
de pollo de 13 a 15 dias de edad en corte longitudinal del huevo. Noétese la mem-
brana corioalantoide que rodea la pared interior de la cdscara del huevo -casi
totalmente y forma la cavidad alantoidea. c¢) Diagrama de un embrién de pollo
de 13 a 15 dias de edad, en corte transversal del huevo.
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lei rabia. Esta vacuna se preparé con los tejidos de conejos u otros
animales en cuyo cerebro se habian inyectado los virus °- 6. Aunque
la teoria de usar animales como huéspedes de laboratorio fue de gran
utilidad, no se aplicé al estudio de todos los virus. Muchos de los vi-
rus conocidos, y otros todavia no descubiertos, tuvieron que esperar
el advenimiento de dos cultivos adaptables, el embrién de pollo y los
tejidos.

El embrion de pollo en Virologia

Al embrién de pollo se le conoce como “tubo de cultivo de te-
jido natural”’. Para comprender mejor por qué su empleo es tan ven-
tajoso en virologia, sera conveniente repasar las etapas de su desarro-
llo inicial y algunos de sus procesos fisiolégicos. Como toda vida em-
brionaria. el embrion de pollo exige cuatro requisitos principales:
? ) Proteccién de los peligros exteriores, 2) nutricién, 3) respiracién,
y 4) eliminacién de los residuos metabélicos.

La resistente capa externa, que a su vez estd rodeada de una
membrana mas suave, conocida por todo el que ha descascarado un
huevo duro, proporciona la primera proteccion contra los peligros ex-
teriores. Esta membrana evita que se rompa completamente la capa
resistente en caso de rajarse. La membrana amniética, o bolsa, que
rodea al embriéon y estda llena de fiudo amnidtico acuoso, constituye
otra proteccién. Actila como amortiguador de golpes. La membrana
amniética se forma durante los primeros dias del desarrollo del em-

brién. y junto con el coridn, o serosa, originan la capa superior del
mesodermo (Fig. N* 7 a).

La yema del huevo proporciona la nutricion. En los primeros
tiempos del desarrollo del embrién, una membrana rica en vasos san-
guineos rodea la yema, constituyendo en esta forma la bolsa de yema
que transporta los elementos nutritivos contenidos en la yema has-
ta el embrion (Figs. 7 a y 7 b). La estructura y funciéon de la bolsa
de yema son similares a las de la mucosa intestinal.

El embrion en gestaciéon, que esta sumergido en fluido, eviden-
temente no puede utilizar sus pulmones en formacion. La respiracion
se logra con la ayuda de un 6rgano externo transitorio, la membrana
corioalantoides. En el tercer dia de incubacién aparece una “burbuja”
alargada, la alantbidea, desde el interior del cuerpo del embrién, ori-
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ginada en la pared ventral del intestino posterior (Fig. 7 a). Sigue
creciendo rapidamente, envuelve el espacio disponible e inmediata-
mente recubre la pared interior de la céascara en su totalidad, y se
fusiona con el corion ya formado (Figs. 7 b y 7 c¢). Esta membrana
esta altamente vascularizada, y las células de sangre que circulan en
ella liberan CO, a través de los poros de la cascara del huevo, se car-
gan de O* y vuelven al embrion (Figs. 7 a, 7 b y 7 ¢). Es por ello
oue si los poros de la cascara del huevo se obstruyen, el embrion se
asfixia inmediatamente.

La eliminacion se produce también por medio de la membrana
corioalantoide. Mientras el intercambio de gases tiene lugar a través
de su superficie exterior, los residuos transportados por la sangre se
eliminan a través de su superficie interna dentro de la cavidad que
la rodea (Figs. 7 b y 7 ¢). En un principio la cavidad alantéidea esta
ocupada por solucién fisiolégica simple, que progresivamente se va
cargando de residuos a medida que el embrién progresa.

Revision Historica

El primer intento de cultivar virus en huevos de gallina fue rea-
lizado por Copeman en la década de 1880 7.

Logré infectar terneros con una suspensién del contenido de hue-
vos a los que habia inoculado virus de “vacuna” y que habian sido
incubados a 37°C durante un mes. Como los huevos no contenian
embriones, no era probable que los virus se multiplicaran en ellos.
En cambio, es probable que algunos de los indéculos permanecieran

con vida.

En 1911, Rous y Murphy 8. por primera vez utilizaron realmen-
te el embrion de pollo para el estudio del problema de los virus. Des-
pués de incubar embriones de 7 a 8 dias de desarrollo, inoculados con
suspensiones de tejidos y liquidos filtrados de células de sarcoma de
pollo N9 1 (sarcoma de Rous), encontraron tumores en los tejidos le-
sionados por la inyeccién, particularmente en la membrana corio-
alantoide. Sin embargo, como este virus de tumor se encuentra na-
turalmente en los pollos, se podria esperar que también esto ocurrie-
ra en los embriones, lo que igualmente se aplica al virus de la peste

aviaria, que Jouan y Staub intentaron propagar en 1920 9.
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Aunque Gay y Thompson cultivaron virus de “vacuna” en los
embriones de pollo en 1929 10, la total realizaciéon de la potencialidad
del huevo en la investigacién virologica se debe a Goodpasture y sus
colaboradores. En 1911. Woodruff y Goodpasture !! inocularon virus
de viruela aviar en la membrana corioalantoide y obtuvieron lesiones
bien definidas con las caracteristicas de las que acompafan a la en-
fermedad natural. El afo siguiente Goodpasture. Woodruff y Buddin-
ger informaron acerca del éxito de los cultivos de virus de “vacuna”
y de herpes simples en embriones de pollo 12,

Luego sucedieron numerosos estudios que generalizaron la apli-
cacion del embrién de pollo en la investigacion virologica, mejorando
las técnicas de los pioneros. En 1933. Burnet!® describié una modifi-
cacion a la técnica de Goodpasture para la inoculacién c.orioalantoi-
dea. Como se ilustra en la Fig. 8. esta técnica aumenta el area dis-
ponible para la infeccién virosa, desplazando la bolsa de aire natural
del huevo con una bolsa artificial colocada por encima de la corio-
alantoide. Pronto se desarrollaron otras técnicas para la inoculacién
en otros lugares. En 1937. Gallavan y Goodpasture inocularon en la
cavidad amniotica *. y Cox en 1938 obtuvo un cultivo abundante de
agentes de rickettsiosis en la bolsa de yema ™. M4s adelante se hi-
cieron inoculaciones satisfactorias por las vias intravenosa, intracere-
bral, cavidad alantoidea y otras.

Técnicas de inoculaciéon

El embrion de un pollo de 6 6 7 dias de edad esta lo suficiente-
mente desarrollado como para que sirva para la multiplicacién del
virus. El tipo de célula con quien un determinado agente viroso tie-
ne afinidad puede seleccionarse de entre una variedad de tejidos y
membranas rapidamente cultivadas, cualquiera de las que puede al-
canzarse con técnicas microquirdrgicas especiales. Estas técnicas, de-
sarrolladas a través de los afios gracias al animo y genio de muchos
investigadores —gran parte en la industria farmacéutica—, se expli-
can mejor con los dibujos de la figura 8 que con palabras.

Las contaminaciones bacterianas en las preparaciones virosas
constituyeron una de las primeras dificultades. Cuando dichas pre-
paraciones contaminadas se inoculan en el embrién, la bacteria, que
prolifera rapidamente, mata al embrién antes que el virus pueda
multiplicarse. Antibi6ticos como la penicilina y la estreptomicina.
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Fig. 8

Fiu. 8—Técnicas de inoculacién en el embrién de pollo, a) Inoculacién en la
membrana corioalantoide luego del desplazamiento del saco de aire natural, llevada
a cabo mediante una pipeta capilar a través de una abertura triangular de 1/2
pulgada (1.27 cm.). b) Método alternativo de inoculacién en la membrana corioalan-
toide. llevada a cabo por medio de una aguja hipodérmica y jeringa a través de una
perforacion de 1/16 de pulgada (0,15 cm.). ¢) Inoculacién en el saco ainnidtico.
d) Inoculacién en la cavidad alantoidea. e) Inoculacién en la cavidad de la yema.
f) Inoculacién intravenosa.
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mezclados con el virus antes de la inoculacién, han resuelto el pro-
blema en su mayor parte. El antibiético inhibe a la mayoria de las
bacterias sin afectar al virus, que se propaga libremente en el tejido
embrionario.

Varios factores, ademas de la edad del embrién y la via adecua-
da de inoculacién, influyen en el cultivo de virus en los embriones de
pollo. Las condiciones Optimas para propagar un determinado agente
'+ *iroso exjgen un cuidadoso estudio de la concentracién del virus a
inyectar, asi como de la temperatura y periodo de incubacion.

Contribuciones del Embrién de Pollo a la Investigacion
Virolégica y a la Profilaxis

Después del trabajo de los pioneros, les investigadores en viro-
logia reconocieron rapidamente el gran potencial del embriéon de po-
lio: éste constituia una herramienta simple que evidentemente poseia
ventajas sobre otros animales de laboratorio. En primer lugar, el em-
briéon esta bien protegido del mundo exterior. Cuando procede de un
grupo controlado, se puede asegurar la ausencia de virus latentes, que
tan a mentido complican las investigaciones cuando se usan ratones
u otros mamiferos. En segundo lugar, la introduccion de virus extra-
nos es en el embriéon de pollo un problema técnico mucho mas sim-
ple que en cualquier animal que viva en forma independiente: la
infeccién experimental del embriéon de pollo se puede comparar al
cultivo de bacterias en tubos de ensayo. La tercera ventaja consiste

en que el embriéon de pollo no requiere alimentacién ni cuidado de
jaula.

Otra de las desventajas del estudio de virus en animales que vi-
ven en forma independiente es la posibilidad de que una infeccion
anterior no descubierta dé origen a anticuerpos de virus relacionados
con los que estan bajo estudio, o de que se formen tejidos en los
animales infectados experimentalmente en el momento en que se pro-
ducen anticuerpos homélogos. El embrién de pollo esta practicamente
libre de tales complicaciones, ya que es improbable que posea anti-
cuerpos contra virus extrafnos a su especie. Desde el momento en que
el embrion debe tener 18 dias para que pueda producir anticuerpos
contra la infeccién experimental, no existe el riesgo de la formacion
de una mezcla de virus y anticuerpos homélogos a los 9 6 10 dias.
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Fig. 9

T'iG. 9.—Lesiones necroticas e inflamatorias formadas en la membrana corioalan-
toidea por virus distemper canino adaptado al embrién de pollo.
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Muchos agentes virosos se han adaptado para su crecimiento en
el embriéon de pollo. Entre ellos se incluyen virus del hombre, caba-
llos, ovejas, perros, conejos, pollos y otras especies animales. Muchos
virus que en un principio se consideraban inadaptables. actualmente
se cultivan rapidamente en los embriones de pollo. Algunos corres-
ponden al dengue, rabia, moquillo 3~ poliovirus tipo 2.

Mediante la utilizacién de embriones de pollo, en gran escala, la
industria farmacéutica ha podido preparar vacunas que han ayudado
mucho a la humanidad en su lucha con las enfermedades causadas
por virus.

El animal que ha sido inoculado experimentalmente debe pre-
sentar algin cambio inequivoco por el que se pueda reconocer la in-
feccién para que este método sea valioso para el investigador. La ma-
yoria de los virus dejan marcas indelebles a medida que crecen en
el embrion de pollo, y algunos, como los de la enfermedad de New
castle y bronquitis infecciosa de los pollos, encefalomielitis equina y
“lengua azul” de los ovinos, matan el embriéon después de un periodo
determinado de incubacién. Los embriones muertos a menudo pre-
sentan signos caracteristicos, por ej. el embrién atrofiado y enroscado
muerto debido a la bronquitis infecciosa, o el embrién de un color
rojo cereza fatalmente infectado con el virus de “lengua azul”. Otros
virus, al ser inoculados en la membrana corioalantoide. provocan la
formacién de lesiones focales bien definidas, caracteristicas de una
infeccién particular, como por ej. las lesiones del moquillo canino
que se pueden ver en la Fig. N" 9. El crecimiento de aquellos virus
que no matan al embrién ni dejan huellas perceptibles de infeccidn,
generalmente pueden detectarse con una adecuada técnica serologica
u otras técnicas bioldgicas.

El cultivo de virus en el embrién de pollo tiene muchas aplica-
ciones practicas en diagnésticos y medicina preventiva. Provee los
medios para el aislamiento directo e identificacion de algunos agen-
tes etiologicos, para diagnosticos diferenciales: por ej.. para distinguir
la viruela comun de la viruela aviar. Ademas, el crecimiento abun-
dante de ciertos virus en el embriéon de pollo hace posible la prepa-
racién de antigenos ricos en virus, relativamente puros, utilizados en
la hemoaglutinacién, fijacion de complemento y otras pruebas sero-
légicas para el diagnédstico de laboratorio de infecciones virosas.
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En medicina preventiva, el embrién de pollo no solamente pro-
porciona gran cantidad de virus para vacuna, sino que a veces mo-
difica las propiedades de los agentes bioldgicos. De esta manera, los
pasajes en embriones de pollo han modificado a ciertos virus de tal
manera, que no sélo no producen mas enfermedad en sus huéspedes
naturales, sino qye retienen su poder de inmunizaciéon. Estas cepas
modificadas en el laboratorio, junto con otros virus ya benignos, cons-
tituyen las vacunas a virus vivo utilizadas para proteger al hombre
y a los animales (Tabla 1).

Los embriones de pollo infectados también se usan para las va-
cunas a virus muerto, en los casos en que los virus no estén lo sufi-
oentemente modificados como para proporcionar una vacuna a virus
vivo aceptable, o en aquellos en que la administracion en forma viva
no ofrece ventajas. En lu tabla 2 se encuentra la enumeracion de los

mismos.

Es inapreciable la constante contribucion del embrién de pollo
para la investigacién virologica y en la profilaxis. Si se construyeran
monumentos en reconocimiento de los innumerables servicios presta-
dos a la medicina preventiva, el embriéon de pollo se haria merece-
dor de uno de ellos.

Cultivo de Tejidos

Una valiosa arma en manos del virdlogo es el cultivo de tejidos,
(Corno su nombre lo indica, es el cultivo de fragmentos de tejido, nor-
mal o canceroso, ya sea de origen humano o animal, en algin medio
adecuado. La idea se puso en practica a mediados de siglo, pero an-
teriormente se enfatizé el guardar tejidos o la totalidad de los o6rga
nos disponibles en fluidos de nutricion durante periodos prolongados.
Algunos tejidos crecieron lentamente y se intentdé el cultivo de virus
en ellos con cierto grado de éxito. Sin embargo, el virélogo no pudo
encontrar pruebas directas de la multiplicacién de los virus y tuvo
que inocular a animales de laboratorio para demostrar la existencia

de la infeccidn.

Las contaminaciones bacterianas constituian un obstaculo, pero,
como en el embrion de pollo, los antibiéticos controlaron efectiva
mente a los contaminadores sin afectar los virus en el cultivo de te
jidos. El comienzo de la década del 50 marcé el principio de grande*
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progresos 15' 17, Kl constante avance en los medios aceler6 la multi-
plicaciéon de las células y se hizo posible detectar la presencia de mu-
chos virus que se propagan, mediante la observacién directa de su
efecto destructivo sobre los tejidos. El método de cultivo de tejidos
fue adoptado inmediatamente por laboratorios dedicados a la inves-
tigacion de virus en todo el mundo. Se han introduc/do muchos per-
feccionamientos. y el aporte del cultivo de tejidos al campo de la
virologia es inapreciable, revelandose un mundo totalmente desco-
nocido.

En la figura N° 10 se presenta un ejemplo de cultivo de una
sola capa de tejido de rifién. Este es un tejido de perro, pero morfo-
légicamente no se puede distinguir si es tejido de rifion de un ser
humano, de un mono o de un conejo. En la figura N° 11 se ilustra
el mismo cultivo entre dos y cuatro dias después de ser inoculado
con virus. En este caso el virus era de una hepatitis infecciosa cani-
na: todos los adenovirus y muchos otros se pueden detectar por me-
dio de una accidén citopatica similar.

Los virus difieren en los efectos que causan sobre las células,
pero la muestra citopatolcgica de una familia de virus determinada
es caracteristica. Por ej. el virus de la hepatitis canina infecciosa
(Fig. 11) difiere del efecto del virus del sarampiéon sobre las células
sustentaculares (Fig. 12). La infeccién del virus del sarampién apa-
reja una destruccidon relativamente pequefia de las células. En cam-
bio, las células tienden a fusionarse' en células gigantes o de sincicio,
consideradas como especificas de la familia de los mixovirus. que in-
cluyen los de la gripe, paperas y distémper canino, entre otros.

La observacion de los efectos citopaticos de los virus permite una
infinita variedad de experimentacién cuantitativa. Las preparaciones
de virus se pueden titular facilmente y se pueden obtener valores
absolutos de un anticuerpo de suero de un virus. Ademas, los virus
se pueden identificar por medio de procedimientos que no requieren
animales vivos. Por ejemplo, antes del advenimiento del cultivo de
tejidos, los experimentos con los virus de hepatitis infecciosa canina
solo se podian llevar a cabo en cachorros susceptibles. Esto constituia
un trabajo arduo y lento, y a menudo improductivo debido a la faci-
lidad con que los animales pueden contraer infecciones naturales. Un
procedimiento tan sencillo como el andlisis volumétrico de los virus
presentaba a veces problemas insuperables, ya que requeria animales
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Fig. 10

F1G. 10.—Células epiteliales de rifién de perro normal en cultivo de tejidos (sin

colorear).

P

FiG. 11.—Efecto citopéatico del adenovirus canino en cultivo de tejidos de rifién de

perro (sin colorear

Fig. 12

1tivo de una linea de células

FIG. 12.—Accién del virus de sarampién en un cu

fi6n de mono cercopithecus (coloracién: hema-

establecidas derivadas de tejido de ri

toxilina y cosina).
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susceptibles en una cantidad adecuada y el mantenimiento de los
mismos en aislamiento estricto. Ademas, no se disponia de ningin
método practico exacto para determinar los anticuerpos del suero.

El cultivo de tejidos ha proporcionado medios para llevar a cabo
el procedimiento de obtencién de placas, especialmente valioso en el
campo de la genética virosa. Con esta técnica, los investigadores pue-
den separar las particulas del virus y estudiar la progenie de una
sola particula. Se puede formar una placa con ciertos virus espar-
ciendo una suspension diluida del virus sobre una capa de células
apropiadas en una placa de Petri y luego inmovilizando la capa in-
fectada con una delgada capa de fluido nutritivo que contenga agar.
Los virus individuales permanecen separados a medida que se multi-
plican. Una vez que el virus tiene progenie suficiente como para des-
truir a cientos de células contiguas, aparece un pequeio orificio cir-
cular que parece haberse abierto en la cana en el punto del primer
contacto. Este orificio se puede hacer resaltar mas por medio de co-
loracion vital (Fig. 13). La técnica de las placas es de gran utilidad
para obtener el nuimero exacto de particulas de virus viables que se
requieren en experimentos altamente cuantitativos y también per-
mite la separacién de colonias de virus a virulentos, de una poblacién
mixta de virus, procedimiento que se utiliz6 en el desarrollo de va-
cunas orales contra la poliomielitis.

De todos los aportes que ha hecho el método de cultivo de teji-
dos, el mas importante es el descubrimiento, tanto en el hombre co-
mo en los animales, de varios grupos de virus cuya existencia ni
siquiera se habia sospechado. El virélogo se encontr6 en la situacion
embarazosa de saber que existia un virus sin conocer la enfermedad
que éste causaba, situaciéon inversa a la anterior en que aquél bus-
caba los virus que ocasionaban enfermedades bien conocidas.

Finalmente, el cultivo de tejidos hace posible que la industria
farmacéutica cultive gran cantidad de virus, la que ya ha dado co-
mo resultado el desarrollo y la produccién en gran escala de varias
vacunas; algunas de ellas son completamente nuevas, otras son re-
sultado del perfeccionamiento de vacunas anteriores efectuadas con
otros métodos. Las vacunas de cultivo de tejidos, que actualmente se
utilizan como rutina, se encuentran enumeradas en la tabla N9 3.
T’stas se preparan con virus vivos atenuados o con cepas de virulen-
cia atenuada. Debido a que la infeccién natural, ya sea por adeno-
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FIG. 13.—Formacion de placas con adenovirus canino.
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virus o por poliovirus, implica un sinnumero de serotipos, las vacu-
nas contra estas enfermedades son polivalentes. Por el contrario, las
vacunas para el sarampién, ya sean a virus vivo o atenuado, son mo-
novalentes. Aunque las vacunas contra el distémper canino y la he-
patitis infecciosa canina se utilizan en forma rutinaria, la compati-
bilidad de estos dos virus ha hecho posible combinarlas para la ob-
tencién de una vacuna bivalente altamente efectiva. Las vacunas
contra la rinotraqueitis infecciosa bovina y el célera porcino no ne-
cesitan ser polivalentes porque se conoce un solo serotipo de cada
uno de estos virus que provoca la enfermedad respectiva.

Existen otras vacunas de cultivo de tejidos que se encuentran en
distintas etapas de su desarrollo, entre ellas el sarampiéon aleman,
paperas, enfermedad de las vias respiratorias y viruela en lo que res-
pecta al hombre, rabia en el hombre y otros mamiferos, y diarrea
virosa para vacunos y porcinos.

Conclusiones

La Virologia ha recorrido un largo camino desde la época de su
modesta iniciaciéon. Después de muchos anos de aproximaciones em-
piricas, el estudio de los virus ha evolucionado hasta convertirse en
una investigaciéon altamente racional y cuantitativa como resultado
ae un franco progreso en instrumentos y técnicas.

Gran parte de este progreso se debe a la introduccién del mi-
croscopio electronico, los embriones de pollos y el cultivo de tejidos
en laboratorios de virus. El microscopio electrénico ha contribuido en
forma inapreciable para obtener una clasificacion taxondémica valida
de los virus, ya sean éstos de plantas, animales, insectos o bacterias,
y gracias al embrion de pollo y al cultivo de tejidos, el reconoci-
miento de los virus y sus efectos en las células de cultivos ha avan-
zado enormemente, junto con el desarrollo de vacunas para controlar
las enfermedades provocadas por virus. No existe ninguna razoén pa-
ra creer que la potencialidad de los nuevos métodos en virologia se
haya agotado. La inexorable busqueda de la ciencia y la conquista
de las enfermedades continuaran siempre.
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