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Académico de nimero

La propiedad esencial que tienen los virus de multiplicarse exclusiva-
mente en presencia de células vivas, subraya la conveniencia de estudiarlos
¢n vitro, por medic de los métodos de cultive de tejidos. A la consideracién
anterior se afiade, en el caso de la poliomielitis, la necesidad de encontrar
medios accesibles para propagar el virus que, como se sabe, podia ser estu-
diado sdlo en monos y, con mis limitaciones, en algunos roedores. Por
tanto, no es de extrafiar que, ya en 1913, Levaditi hubiera hecho el primer
intento de cultivar el agente causal de la poliomielitis en tejidos de macaco,
animal cuya susceptibilidad habia sido demostrada pecos afios antes por
Landsteiner (1908). .

Desde entonces, Ia literatura recoge las tentativas de otros autores (Flex-
ner y Noguchi, 1913; Long y Olitsky, 1930; Gildemeister, 1933} que tam-
poco tuvieron huen éxito; hasta que Sabin y Olitsky (1936) lograron, por
primera vez, cultivar el virus de la poliomielitis en tejido nervidso de em-
brién humano, Por desgracia, la experiencia de los #itimos autores men-
cionados no tuvo las repercusiones que eran de csperarse. En efecto, fue
necesario que transcurrieran mas de diez afos para que un brillante grupo
de investigadores, encabezado por Enders (1949), volviera a ocuparse del
problema en una serie de trabajos que son ya clasicos. Mediante ciertas
innovaciones técnicas, los autores citados efectuaron irascendentales obser-
vaciones sobre la propagacién y comportamicnto ‘de los tres tipos de virus
de la poliomielitis en diversos tejidos humanos cultivados,

Dos consecuencias importantisimas han tenido los trabajos de Enders
y sus colaboradores: consagrar en definitiva el uso de las téenicas de cultivo
de tejidos en la virologia e impulsar el estudio de la poliomielitis segiin un
ritmo hasta entonces sin precedente. El conocimiento de esa enfermedad
entra en una ctapa de activo progreso, donde los nuevos métodos de cultivo,
tantas veces aludidos, encuentran importantes aplicaciones, Analizar estas

* Trabajo de ingreso leido en la sesién reglamentaria del 21 de julio de 1954,
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Gltimas, a traves de mi propia experiencia, constituye el objeto de] presente
trabajo.

MATERIAL ¥ METODOS

Todo cultivo de tejidos consta de dos partes: células vivas y liquido
nutritivo,

El tejido. Ademas de ser viable, debe ser susceptible, o sea, capaz de
permitir el desarrollo del virus. Hasta ahora, el agente de la poliomielitis
s$6lo ha podido cultivarse en tejidos humanos y de macaco; perc no en
aguellos procedentes de individuos de otras especies. Se han utilizado tejidos
humanos embrionarios y no embrionarios. Figuran, entre los primeros, piel
y musculo, intestino, rifién, cerebro, corazén, capsulas suprarrenales y bazo.
Los segundos, que comprenden tanto tejidos normales como neoplésicos, se
han obtenido mediante intervencién quirdrgica v son: tireides, prepucio,
Tifién, testiculo, Gtero, embrioma del rifién, neuroblastoma y adenocarcinoma
del cuello uterino. '

. El testiculo y el rifién del macaco constituyen excelentes materiales de
cultwo El rifibn, tante humano como de mono, se conmdera, por ahora, el
tejido de eleccidn.

El liquido de cultivo. Muchos de ellos han sido propuestos; los hay
sintéticos y naturales. Unos y otros pueden usarse a condicién de que llenen
los siguientes requisitos: isotonia, accién amortiguadora de los cambios del
equilibrio Acido-basico, presencia de factores que estimulen el crecimiento
celular y provengan su autolisis, asi como la adicién de antibidticos para
eliminar los organismos contaminantes. La economia y la facilidad de prepa-
racidén son también cualidades que deben tomarse en cuenta.

DEscrIPCION DE LOS METODOS

Los métodos de cultivo de tejidos que se aplican en la actualidad al estu-
dio de la poliomielitis se inspiran en los principios basicos magistralmente
trazados por los primeros investigadores en este campo. Los nombres de
Harrison, Carrel, Maitland y otros, presiden todavia este capitulo. Las téc-
nicas de cultivo de tejidos alcanzaron ripida difusién tan pronto como fue
posible sortear el obsticulo de la contaminacién microbiana, por medio de
las sulfadrogas primero y con el auxilio de los antibiéticos después. Asi, poco
a poco la compleja manipulacidén de los métodos clasicos se resolvid en la
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relativa simplicidad de los actuales. A continuacién seran descritos breve-
mente:

Método de las células suspendidas. Es onginal de Maitland (1928) y
consiste en suspender en el liquido nutritivo cantidades adecuadas del tejido
finamente dividide. La suspensién se coloca dentro de un matraz que se
tapa con firmeza y se incuba a 35 grados centigrados. Enders introdujo dos
modificaciones: por una parte, acorté a dos o tres dias el intervale entre
los cambios de liquide nutritivo con el objeto de mantener por méas tiempo
la viabilidad del tejido v, por otra, alargd el lapso de separacién entre los
subcultivos que practicaba cada 16 a 25 dias con el mismo liquido de
los cultives previamente inoculados. Aseguraba en esta forma el contacto
prolongade del virus con las células y con ello la posibilidad de que aquel
alcanzara titulos de cierta magnitud, .

Método de los tubos rotatorios. Gey y Bang (1939) los aplicaron por
primera vez en el estudio de los virus. En lugar de matraces se utilizan tubos
gue, colocados en posicién casi horizontal, giran con lentitud en dispcsitivos
especiales. Los pequefios fragmentos del tejido se mantienen adheridos a las
paredes del tubo merced al plasma coagulado que les sirve de elemento de
sostén. La rotacidn del tubo hace gue el tejido se ponga alternativamente
en contacto con las fases liquida y gaseosa del sistema, con objeto de facilitar
la respiracidn y el crecimiento celulares. '

Ventajas y desventajas de los dos métodos. El método de las células
suspendidas es de ejecucién facil y proporciona rendimiento apreciable; sin
embargo, tiene el inconveniente de que la multiplicacién del virus se efectiia
con lentitud y como, por otra parte, las células no dan lugar a prolifera-
ciones, es imposible observar en ellas el efecto citopatogénico del virus a que
después se hara referencia. El método de los tubos rotatorios, aunque més
laborioso y menos adecuado para la prictica de cultivos en gran escala,
tiene la indiscutible ventaja de estimular el crecimiento de células nuevas
sobre las que directamente puede observarse Ja accién del virus, cuyo ritmo
de multiplicacién es asimismo mayor.

Recientemente, después de las chservaciones de Li v Schaeffer (1933},
se ha generalizado el uso de los tubos estacionarios, método en el que se
aprovecha la propiedad del tejido de rifién de originar abundante prolifera-
ci6n de células epiteliales que se adhieren por si mismas a las paredes
del tubo.

Es el mis aconsejable, puesto que afina a su sencillez las ventajas de los
dos métodos anteriores, Creo necesario afladir que, en lo personal estoy
familiarizado con el manejo de los distintos métodos. Mi entrenamiento fue
dirigido por el propic doctor Enders, durante un afio de estancia en su
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laboratorio de Boston, Mass. A continuacién tuve oportunidad de visitar
otros centros similares en Estados Unidos de Norteamérica. En la actualidad
estoy organizando el laboratorio de cultivo de tejidos que el Centro de
Estudios Sobre la Poliomielitis tiene instalado en el Instituto Behring de esta
ciudad.

APLICACIONES DE LOS METODOS

.

Serén consideradas en relacién a los distintos capitulos de la poliomielitis.
A, Etiologia.

El comportamiento del virus de la poliomielitis en cultivo de tejidos
serd analizado aqui.

Para afirmar que el virus de la poliomielitis se multiplica en cultivo de
tejidos, es necesario demostrar su accién patégena especifica en animales
susceptibles, Con este objeto, se toman periédicamente muestras del cultivo
—ya sea del liquido nutritivo o del propio tejido— que se inoculan por las
vias adecuadas a monos o a ratones si se trata del virus del tipo 2. Las
muestras que producen resultados positivos se titulan en esos mismos ani-
males. Al comparar los titulos de las distintas muestras sc pueden deter-
minar la velocidad y el grado de multiplicacién del virus en el tejido, cnando
ésta tiene lugar. En forma similar, se demuestra la propagacién del virus
en serie, a través de subcultivos. S6lo que aqui, al cabo de cierto niimero
de pases, la “concentracién real” del virus de una muestra determinada es
millones de veces superior a la “concentracién calculada” que resultaria
del simple proceso de dilucién en serie, en caso de que el virus no se hu-
biera multiplicado. Es asi como se ha probado que el virus de la polio-
~ mielitis no sélo se multiplica en un cultivo aislado, sino que también es
capaz de propagarse indefinidamente en serie, por medio de subcultivos.
En otras palabras, los cultivos de tejidos son fuentes inagotables de pro-
duccién de virus.

Una vez admitido que el virus se multiplica en cultivo de tejidos, se ha
procedido a estudiar la accién del mismo sobre las células susceptibles. Se
observa que tiene la propiedad de producir en ellas cambios degenerativos
que se caracterizan por picnosis nuclear, presencia de granulaciones cito-
plasmicas anormales, alteraciones de la morfologia celular con tendencia
a la adopcién de formas redondeadas, pérdida del ordenamiento de las
células y necrosis final. Al conjunto de esos cambios se da el nombre de
“efecto citopatogénico” del virus. Dicho efecto es especifico, puesto que



OISTRIBUCION DE LO3 TRES TIPDS DEL VIRUS &
W POLIOMIELIT!S EN VARIOS BROTES EPIDEMICOS

- [
Autor  |LocALIDAD |Ao jprieot P02 T Slrory,

Lobbins FC BostonMass. 1950 3 | 0 (19| 22
Youngero/S. |Pitishurgh,Pa 850 28 | 0 | 9| 37

Diordan o/ F Faston,Pa.  [1050| |2 | 3] 16
LomosAlvarez M |Lock Haven Pa llgh2| 34 it 0] 45
Kibrick S. Boston,Mass. 1952 38 8 7] 53

Compitlo €. MexicoDF 1953 9 [ o[ 0l 9




CULTIVQ DE TEJIDOS EN EL EATUDIO DE LA POLIOMIELITIS 453

se evita por la neutralizacién del virus por el anticuerpo correspondiente
y atributo comin a los tres tipos de virus de la poliomielitis que dan lugar a
imégenes indiferenciables entre si; pero distintas de las que otras virus
producen. El efecto citopatogénico se manifiesta en las células de todos los
tejidos susceptibles. Finalmente, es indice fiel de la actividad del virus, y
constituye, por tanto, el criterio para efectuar en los cultivos titulaciones
que arrojan valores comparables a las que se obtienen en animales.

‘La aceién destructiva del virus sobre las células, sugiere alteraciones
profundas del metabolismo, que se reflejan por la disminucién correlativa
del consumo de oxigeno por los tejidos inoculadoes. En la préctica, la alte-
racién se traduce por el menor descenso del pH de los cultivos inoculados
en comparacién con los normales, La diferencia oscila entre 0.2 a 0.4 de
unidad. El cambio del pH es més tardia en su aparicién que el efecto
citopatogénico, ya que éste es aparente entre el 2¢ al 6° dias, mientras que
aquel tarda 16 6 30 en manifestarse. En las células neoformadas de los
fragmentos de tejidos cultivados en los tubos rotatorios o estacionarios puede
seguirse paso a.paso el efecto citopatogénico por observacién microseépica
directa a bajo aumento. En cambio, las alteraciones del pH son mas apa-
rentes en el sisterna de cultivo de las células suspendidas.

B. Patogenia.

Al demostrarse que el virus de la poliomielitis podia ser cultivado en
tejidos de naturaleza no nerviosa, se sentaron las bases de la actual concep-
cidn patogénica de la enfermedad. _

El hallazgo indujo a desterrar la idea tan arraigada que existia sobre
el caricter neurotrépico estricto del virus de la poliomielitis. Resultado de
lo anterior fueron las experiencias de Horstman (1952) y Bodian (1952)
en chimpancés, quienes demostraron la existencia de una fase de viremia en
el petiodo preparalitico de la infeccién, hecho que fue verificado poco
después, en fos seres humanos (Horstman, 1953). Comeo, por otra parte, ya
se conocia que el virus se elimina por las materias fecales, la multiplicacién
de aquel fuera del tejido nervioso de los organismos infectados, fue final-
mente reconocida por la mayoria. En la actualidad se admite que el virus, .
que habitualmente penetra en el organismo por la via oral, se multiplica,
primero, en las paredes del tracto digestivo, después, en el lecho vascular
Yy, por.Gltimo, en el sistema nervioso. El proceso puede interrumpirse en
cualquier momento de su evolucién para terminar indistintamente en alguna
de las fases sefialadas: digestiva, vascular o nerviosa. Aun el desarrollo de
esta Gltima puede detenerse antes de haber alcanzado lo que podria con-
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siderarse su término natural, como lo prueba la existencia de las formas
de la enfermedad llamadas “no paraliticas”. Por tanto, es necesario con-
siderar al lado del virus determinante de la infeccién, el papel del anticuerpo
especifico que tiende a contrarrestarla. A cada fase invasora del primero,
corresponde otra antagbnica de produeccién de anticuerpos y dentro de este
sisterna de accién y reaccidén, la magnitud y persistencia de la respuesta
inmunitaria ser4 proporcional al estimulo que la desencadena. Asi, la fase
digestiva de multiplicacién del virus representa un estimulo tan eficaz como
¢l de la fase vascular, aunque mas lento, mientras que la pululacién del
virus en el sistema nervioso trae consige una respuesta inmunitaria pobre
y tardia. De ahi que la poliomielitis en sus formas abortiva y no paralitica
se refleja, en la sangre, por respuestas inmunoldgicas muy semejantes a las
que se encuentran en las formas paraliticas. De abi también la dificultad
Para descubrir ]a viremia en la infeccién natural, puesto que la fase vascular
de multiplicacién del virus tiende a destruirse a si misma, en virtud de la
enérgica respuesta inmunitaria que es su obligada consecuencia. Los anti-
cuerpos, como se sabe, ya estin presentes en el torrente sanguineo desde los
primeros dias que siguen a la aparicién de la parilisis. Por todo lo dicho,
es facil comprender el alcance de las repercusiones que el hallazgo de la
viremia ha tenido en la prictica. Baste mencionar que todos los intentos
de prevencién activa o pasiva de la poliomielitis, en su forma paralitica, se
inspiran en la idea de que el virus que circula por la sangre puede ser
destruido por los anticuerpos especificos, antes de invadir el sistema nervioso
central,

C. Diagndstico.

Gracias a los métodos de cultivo de tejidos, el diagnéstico eticlégico de
Ia poliomielitis se ha incorporado a la practica diaria, :

Desde el punto de vista del aislamiento y tipificacién del virus, los nue-
vos métodos son incomparablemente mas sencillos vy econdmicos que las
técnicas de inoculaciéon al mono. Se parte, por lo general, de las materias.
fecales de los enfermos, las cuales se tratan en forma adcecuada para supri-
mir las bacterias contaminantes. Sabin utiliza el producto del raspado de
la mucosa rectal, obtenido por medio de un hisopo estéril,

El inéculo se deposita en tubos de cultivo que exhiban abundante proli-
feracién de células neoformadas sobre las que se observard el efecto cito-
patogénico, en case de que el virus haya podido aislarse. El siguiente paso.
es identificarlo por medio de las pruebas de neutralizacién. Con este fin se
mezclan —a pattes iguales y en diluciones convenientes— los liquidos de
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los cultives que revelaron efecto citopatogénico, con cada uno de los anti-
sueros prototipos de los tres virus de la poliomielitis, Una vez incubadas
las mezclas a temperaturas y por tiempos que varian de acuerdo con la
técnica empleada, se procede a'inocular con ellas nuevos tubos de cultivo,
Si el virus fue neutralizado “in vitro” por el anticuerpo homélogo, no darj
lugar a la aparicién del efecto citopatogénico en los tubos que hayan reci-
bido la mezcla correspondiente,

La eficacia de los métodos de aislamiento y tipificacién de los virus
de la poliomielitis por medio de cultivo dé tejidos puede ilustrarse con la
siguiente experiencia realizada por mi durante el verano de 1953: se toma-
ron algunas muestras de materias fecales de 10 nifios internados en el Hos-
pital Infantil de México, D. F., con diagnéstico clinico de peliomielitis para-
litica en la fase aguda, y al aplicar los métodos antes descritos, se lograron
aislar nueve cepas de virus de la poliomielitis que cayeron, en su totalidad,
dentro del tipo 1 & Brunhilda.

D. Epidemiologia.

Los métodos de cultivo de tejidos son el mejor instrumento para em-
prender encuestas epidemiolégicas. Asi ha podido estudiarse la distribucién
de los tres tipos de virus en los brotes epidémicos, tal como lo muestra el
cuadro siguiente:

DisTRIBUGION DE LOS TRES TIPOS DEL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS
EN VARIOS BROTES EPIDERMICOS

Tipo 1 Tipo 2 1ipo 3 Toial

Autor Localidad Afio Brunhilda Lansing Leén
Robbins, Enders . :
¥ Weller Boston, Mass, 1950 - 3 Q 19 22
Younger, J. 8. Pittsburgh, Pa. 1949-51 28 0 9 37
Riordan, J. F. Easton, Pa. 1950 12 1 3 16
Ramos Alvarez, M. Lock Haven, Pa. 1952 34 11 0 45
Kibrick, S. Boston, Mass, 1952 38 8 7 53
Campillo, C, Meéxico, I1. F, 1953 9 0 0 9

De su observacién se desprenden dos hechos importantes: 1) que en
la produccién de un mismo brote intervienen capas de dos y hasta de los
tres tipos del virus, y 2) que el tipo 1 6 Brunhilda se encuentra con mayor
frecuencia que log otros dos.

La dltima afirmacién se aplica también al brote de México, D. F,, en_
1953, aunque el corto nimero de casos haya, tal vez, impedido aislar mas
de un tipo.



456 . GACETA MEDICA DE MEXICO

~El marcado predominio del virus del tipo 1 en los brotes de polio-
mielitis es tanto mis sorprendente, cuanto que las encuestas serolégicas
han demostrado la amplia difusién del tipo 2 entre los individuos sanos
de la comunidad. Surge entonces el probfma de correlacionar la.natu-
raleza del agente etiol6gico con la modalidad clinica de la infeccién. En
dos Areas —una epidémica y la otra con baja morbilidad— Melnick
(1954) no encontrd diferencias significativas en la distribucion de los tipos
de virus que fueron responsables de los casos paraliticos y no paraliticos.
Por otra parte, Sabin (1954) refiere que en una encuesta practicada en
1500 nifios sanos, se aislaron 29 cepas de virus de la poliomielitis, entre
los cuales cinco {gue pertenecian al tipo 2} fueron totalmente avirulen- -
tos para el mono por la via intracerebral.

Hay, segiin esto, toda una gama de variacién en el poder patogeno de
las distintas cepas que afectan al hombre.

Se desconocen los factores que determinan, en condiciones naturales,
la aparicién de cepas atenuadas y tampoco se sabe hasta qué punto pue-
dan éstas interferir con las que no lo son. Es muy posible que las cepas
avirulentas que se encuentran en la naturaleza puedan utilizarse en la
elaboracién de vacunas,

Los métodos de cultivo de tejidos se han aplicado al descubrimiento
de los casos no aparentes de la poliomielitis, Durante una estacion epidé-
mica, se computd, por primera vez de manera directa, el niimero propor-
cional de infecciones clinicas y subclinicas, que oscilé desde seis hasta 16
por 1,000 (Melnick, 1954).

Por ultimo, las encuestas seroldgicas han recibido gran impulso. Los
datos recogidos apoyan la idea clasica sobre la influencia de las malas con-
diciones higiénicas de la localidad en la aparicién temprana de los anti-
cuerpos sanguineos.

E. Inmunidad y prevencién.

Las apoftaciones de los métodos de cultivo de tejidos al estudio de la
inmunidad en la poliomielitis, serdn compendiadas en tres incisos:

1. Susceptibilidad de especie y de tejido.

Los tejidos susceptibles a Ia accién del virus *in vitro” provienen de
animales que también son susceptibles y viceversa. A titule de excepcién
se mencionan los virus del tipo 2 que no se propagan en tejidos de ratdn,
a pesar de ser infectantes para ese roedor. El paralelismo entre suscepti-
bilidad de especie v de tejido, merece, por tanto, subrayarse.

2. Disociacién entre intunidad humoral y tisular.



CULTIVO DE TEJIDOS EN EL ESTUDIO DE LA POLIOMIELITLS 457

El punto ha sido objeto de enconadas discusiones. En la practica era
fmportante investigar si los tejidos de animales inmunes podian soportar
la multiplicacién del virus. La duda qued6 resuelta en sentido afirma-
tivo, cuando Ledinko (1952} logréd cultivar el virus en testiculos de monos
inmunes. De donde podria concluirse que la inmunidad en la poliomielitis
no es un “proceso global” que se manifiesta en todas las células suscep-
tibles de un organistno.

3. Posibilidad de.la obtencién de mutantes.

Las miras de muchos investigadores estin puestas en la posibilidad de
obtener mutantes del virus bajo el efecto de su larga permanencia en teji-
dos cultivados. El proceso de adaptacién de aquel a tejidos no nerviosos
justifica una esperanza que cuenta ya con antecedentes muy dignos de
recordarse, como es la mutante que dio lugar a la vacuna de la fiebre
amarilla. '

Algo se ha conseguido ya en ese sentido, puesto que Enders, Schaeffer
y Sabin han hablado de la disminucién de la virulencia para el mono de
algunas cepas mantenidas en tejidos.

Finalmente, los métodos que nos ocupan han hecho posible que surjan
los nuevos recursos preventivos que actualmente se ponen en juego contra
Ia poliomielitis. Los hechos se sucedieron, como ya quedé explicado —cul-
tivo del virus en tejidos no nerviosos, aceptacion de la fase de viremia,
nueva concepcién patogénica de la enfermedad— hasta que la aparicidn
de la globulina gamma y de la vacuna constituyd el Gltimo eslabén de la
cadena. .

Elemento de proteccién pasiva, la globulina gamma no aspiraba a ser
la respuesta definitiva del problema. El verdadero mérito de las vastas
experiencias en que se utiliz fue el de preparar el terreno para el adveni-
miento de recursos mas efectivos. La vacuna de Salk se prepara en cultivo
de tejidos. El virus se cultiva en rifién de mono y se inactiva con formalde-
hido; sc trata, de una vacuna de virus muerto. Sus ventajas son las si-
guientes: 1) coste reducido; 2) facilidad de elaboracién en gran escala,
y 3) ausencia de tejidos nerviosos, Experimentalmente su poder preven-
tivo ha sido demostrado en monos y en la actualidad se ensaya en miles
de nifios.

En parrafos precedentes fue considerada la posibilidad de cbtener va-
cuna con virus atenuados en cultivo de tejidos.
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RESUMEN ¥ CONCLUSIONES

En unos cuantos afios los métodos de cultive de tejidos han revolucionads nues-
tros. conocimientos sobre la poliomielitis, Sus aplicaciones se extienden a la mayo-
ria de los capitulos de estudio de esa enfermedad. En efecto, el capitule etiolégico
ge entiquece con la adquisicidn de nuevos datos sobre el agente y su mecanismo de
accién; la patogenia se reconstruye casi en su totalidad; el diagnéstico se vueclve
asequible a la prictica diaria; se dilata el campo de las encuestas epidemiolégicas
a la par que se facilitan las investigaciones sobre los problemas inmunolégicos; y,
finalmente, se abren halagiiefias perspectivas en el campo preventivo.

SUMMARY AND CONCLUSIONS

Our knowledge on poliomyelitis has been revolutionized in a few years by the
methods of culture on living tissues, Such knowledge is applied to most chapters
on the study of such condition. Its etioclogy acquires new data on the agent and
its mechanism of action; its pathogeny is almost completely reconstructed; diagnosis
becomes easier on daily practice; the solution of epidemiological and immunological
problems is approached; and, finally, good prospects are advanced in the field of
prophylaxis,
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COMENTARIO AL TRAEAJO DEL
DR, CARLOS CAMPILLO SAINZ

Luts GuriErrez VILLECAS
Académico de nfimero

Ha sido particularmente satisfactorio para mi recibir del Sefior Presi-
dente de la Academia la comisién de comentar el trabajo de ingreso que
presenta esta noche el doctor Carlos Campillo Sinz.

Aparte de considerar al doctor Campillo como un excelente amigo
y colaborador, reconozco en €l uno de los valores cientificos jovenes de
mas realce en el campo de la virologia, a la que ha dedicado estudios
especiales en la Universidad de Berkeley y en el Laboraterio del Children’s
Hospital de Boston.

Posteriormente ha iniciado sus investigaciones personales en el Centro
de Estudios sobre Poliomielitis de esta ciudad y en el Institute de Enfer-
medades Tropicales, v es ademas profesor de Clinica de Enfermedades
Infecciosas y Parasitarias en la Facultad de Medicina, ’

El trabajo del doctor Campillo Sainz que acabamos de escuchar, com-
prende dos aspectos, a cual més interesante; por una parte, pone de mani-
fiesto la importancia de los métodos, aplicaciones y consecuencias del
cultive del virus de la poliomielitis efectuado en cultive de tejidos; y por
otra, expone su experiencia personal en este problema, que ha tenido la
oportunidad de estudiar al lado de Enders en Boston y en el Laboratorio
de virus del Centro de Estudios sobre Poliomielitis en México.

La caracteristica de los virus de no multiplicarse sino exclusivamente
en presencia de células vivientes, fue hasta hace poco un obsticulo que
limitd en forma importante las investigaciones viroldgicas, reducidas en
un principio a la inoculacién en animales succptibles y posteriormente
mejoradas con el cultivo en embriones, particularmente en el huevo em-
brionado de gallina, en el que se han utilizado segiin el caso, el propio
embridén o las membranas del huevo.

El perfeccionamiento de las técnicas de cultivo de tejidos ha permitido
obtener una sobrevida larga de los elementos celulares, asi como su multi-
plicacién pricticamente indefinida; y el use de los antibiéticos que impiden
la contaminacién bacteriana, causa de muchos fracasos en el pasado, ha
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permitido el manejo de los virus en una forma hasta hace poco tiempo
imposible de lograr.

8i, por otra parte, consideramos los requerimientos de los virus para -
desarrollar especificamente sélo en determinadas especies animales y estir-
pes celulares, como es el caso del de la poliomielitis, que hasta la fecha
sblo se ha logrado cultivar en tejidos humanos y de algunas especies de
monos, salta a la vista la importancia de poder disponer, con relativa faci-
lidad, de cultivos de tejidos de origen humano, que son particularmente
susceptibles a los virus que tienen accién patdgena en el hombre.

A todo esto, hay que agregar el factor econémico, que es totalmente
favorable al cultivo de tejidos, puesto que varios cientos de tubos de cul-
tivo cuestan menos que un chimpancé o un macaco.

En la actualidad, ningiin laboratorio de virus podria trabajar satisfac-
toriamente, i no contara con un buen departamento de cultivo de tejidos.

Campillo sefiala en su trabajo, en una forma general, los requerimien-
tos y algunos de los métodos méas usados en el cultivo de tejidos. Después
de escucharlo, tenemos la impresién de que un cultivo de tejidos es de
muy faril realizacién, pero desgraciadamente en la practica no sucede asi.

Es necesario que concurran numerosos factores, que van desde las con-
diciones especiales que deben llenar los ftiles de cristal, hasta la pureza
de las substancias quimicas que componen las soluciones, la concentracién
i6nica, la ultrafiltracién, la utilizacién de enzimas y factores de creci-
miento, etc., para obtener un adecuado desarrollo celular que dé base a
la multiplicacién del virus. _

- Estas dificultades no han side obsticule para que se haya llegado con
relativa rapidez a un perfeccionamiento técnico, comparable al que po-
seemos hace tiempo para el estudio de las bacterias.

" La particularidad de trabajar sobre un medio viviente da a estos culti-

vos posibilidades que permiten estudiar la reaccién celular a los virus, asi
como introducir modificaciones del medio por la adicién de hormonas,
enzimas o substancias del orden"de los anticuerpos, que permiten estudiar
in vitro la respuesta de los virus a estos diferentes factores.

En el tubo de cultivo de tejidos, estamos en posibilidad de realizar,
con los wvirus, todas las manipulaciones microbiolégicas necesarias para el
aislamiento, tipificacién, multiplicacién y conservacién de las cepas.

El doctor Campillo ha podide aislar y clasificar, a pesar de ciertas
econdiciones desfavorables, nueve cepas de virus de poliomiclitis en diez
casos estudiados; estos resultados son los primeros de una investigacién
en eurso y comprueban la eficacia del método.
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En el trabajo se menciona con detalle el efecto “citopatogénico” de los
virus en los cultivos celulares, hecho de gran importancia, que permite
observar al microscopio las alteraciones citolégicas producidas por el virus
en unas cuantas horas, lo cual ha simplificado y acortado el tiempo de
las observaciones.

Fl cultivo de los virus sobre tejidos y su accién citopatogénica, junto
con el uso de los sueros neutralizantes especificos, pone en nuestras manos
los elementos necesarios para el diagnéstico virolégico de la poliomielitis,
cuyas consecuencias sobre los estudios clinicos, epidemioldgicos e inmuno-
légicos, son de gran aleance.

En efecto, ya no serd necesario contar con gran cantidad de monos
para hacer el aislamiento de virus en épocas epidémicas y serd posible inves-
tigar en gran escala los casos subclinicos y los portadores, asi como lanzarnos
en busca de cepas atenuadas que son una promesa para la inmunizacién,

Es necesario subrayar de manera especial el hecho sehalade por Cam-

. pillo, sobre la posibilidad de ‘cultivar el virus de la poliomielitis en tejidos

diferentes del nervioso, lo que echa por iierra el neurotropismo exclusivo

que se atribuia al virus poliomielitico y también las investigaciones de Horst-

man y Bodian, que comprobaron una fase de viremia en el periodo pre-
paralitico.

Estos hechos ayudan a aclarar la patogenia de la poliomielitis que actual-
mente se considera con una primera fase digestiva, una segunda vasculo-
hemética y una tercera nerviosa; la interrupcién del proceso infeccioso antes
de llegar a la lesién nerviosa por los anticuerpos elaborados por el propio
organismo, nos explica el nimero tan grande de infecciones subclinicas no
paraliticas, y también la posibilidad de la prevencién de las lesiones ner-
viosas por medio de la inmunizacién tanto activa como pasiva.

Creo que el futuro de la inmunizacién contra la poliomielitis, estd en
imitar el proceso natural de la infeccién, empleando cepas atenuadas de
virus aplicadas por via oral, y si en esta enfermedad se comprueba lo que
en otras virosis, de que el recién nacido posee, aunque de manera transitoria,
los anticuerpos de la madre, el momento méas oportuno de esta vacunacién
gserfa dentro de los dos primeros meses de vida.

La produccién de virus en cultivo de tejido tiene otras ventajas que no
quiero dejar de sefialar, como son su obtencién en grandes cantidades, tal
como es necesario, para la fabricacién de vacunas y antigenos diagndsticos,
y la circunstancia de quedar eliminadas numerosas substancias extrafias, que
son imposibles de excluir en las cosechas de virus por inoculacién de ani-
males.
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El doctor Campillo ha pasado revista a la luz de los ultimos conocimien-
tos, a los puntos clave del estudio viriolégico de la poliomielitis. Lo ha hecho
con la mesura de un investigador y con la precisién de quien conoce a fondo
el problema. Su experiencia personal sobre cultivo de tejidos y sus aplica-
ciones al estudio de la poliomielitis son una garantia para esperar magni-
ficos resultados de las investigaciones que tiene en marcha.

Reciba el doctor Campillo Siinz mis cordiales felicitaciones por su tra-
bajo y por su ingreso a esta Honorable Academia, que desde esta noche lo
considera como Miembro Numerario y tenga presente que, si grande y mere-
cido es el honor, también grande y definitiva es la responsabilidad que
hoy adquiere por su designacién académica.



