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“1,0OS VIRUS DE LA FIEBRE AMARILLA”

Dr. CarrLos CampiLio S,

0s CONCEPTOS sobre la etiologia de la ficbre amarilla eran todavia

muy oscuros a fines del siglo pasado, no obstante que el virus
causal habria de descubrirse en los primeros afios del presente. Sanarelli,
18971 obtuve por hemocultivo, un gérmen al que denomind bacilo icte-
roides por suponerlo responsable de la enfermedad. Apoyadas mas por su
prestigio que por otras razones, las ideas de Sanarelli eran acogidas sin
entusiasmo por los cientificos de la época.

Walter Recd? fué quicn las eché definitivamente por tierra, al de-
mostrar que el llamado bacilo icteroides, formaba parte de la flora mt-
crobiana del colon de los enfermos estudiados, y que si acaso fenia alguna
participacién cn la etiologia de Ia ficbre amarilla, era sélo a titulo de
invasor secundario.

Fl afio siguiente, 1900, Reed3 a] frente de la Comisién de la Ficbre
Amarilla del ejército de los Estados Unidos, se transladé a Cuba donde
sus primeras experiencias fueron ampliadas y confirmadas por la Co-
sicién que, ademés de él, estuvo integrada por los doctores Carroll, Lazear
v Agramonte.

La Comisién comenzé por recoger las ideas de Finlay sobre la exis-
tencia de un mosquito transmisor, decisién que fué en gran parte influida
por las recicntes observaciones que en el paludismo habian realizado Ross
y los autores italiancs. Entre los memorables trabajos que esa célebre Co-
misién emprendié en ¢l corto lapso de sélo dos afios figura, desde el
punto de vista que nos ocupa, la expericncia que Reed y Carroll reali-
saron ¢l 15 de octubre de 1901, consistente en inyectar por via subcuta-
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nea 3 cc. del suero filtrado y diluido de un enfermo cxperimentalmente
mfectado con fiebre amarilla, a tres personas receploras; dos de las cuales
presentaron manifestaciones clinicas de la enfermedad. La idea de inocu-
lar ¢l suero filtrado cstaba inspirada en los trabajos que hacia poco
habian emprendido con buen éxito Loeflfler y Frosch,? sobre la transmi-
sibn experimental de la ficbre aftosa en el ganado,

En vista del resultado obtenido, Reed5 concluyd: “estas cxperiencias
parecen indicar que la fiebre amarilla es causada por un micreorganismo
de tamafio tan pequefic que bien podria llamarse ultramicroscopico™. Por
primera vez, se demostraba que una enfermedad del hombre, cs produci-
da por un virus patégeno. Sin embargo, la prueba no era definitiva y
nuevas dificuitades habrian de surgir mas tarde.

Otra Comisién de la Fiebre Amarilla fué constituida bajo los auspi-
cios de la Fundacion Rockefeller, v a poco de iniciar sus trabajos, No-
guchi, que era uno de sus miembros, anuncié el descubrimiento de sn
famosa leptospira.8 La reconocida autoridad de Noguchi y ¢l hecho de
que sus hallazgos en Guayaquil hubiesen sido confirmados después en
otros paises, como Méxice, Brasil vy Peri), fortalecicron el punto de vista
de quiencs sostenian la participacién ctiolégica de la leptospira, por lo que
ésta figuré desde entonces, frente al virus de Reed, como presunta res-
ponsable de la enfermedad.

Los estudios que llevé a cabo en Africa occidental, una nueva rama
de la Comision de la Fiebre Amarilla, organizada también por la Fun-
dacién Rockefeller, contribuyeron grandemente a resolver el problema. Se
empezd por buscar huéspedes experimentales que tanta falta hacian pa-
12 emprender cstudios siteméaticos: habiéndose encontrado que varias es-
pecies de monos vy er particular ¢l macacus rhesus eran susceptibles a
la fiebre amarilla.¥ Una vez logrado lo anterior, fué posible reproducir
la’ expericncia original de Reed y demostrar sin género de duda, que un
agente filtrable podia (ransmitir la enfermedad en seric en los nonos,
cuya sangre se convertia en fuente de contaminacién para ¢l aedes acgypty,
que a su vez, mediante la picadura, podia infectar nuevos monos.?

La leptospira icteroides no se encontrd en ninguno de los 67 casos que
fueron objeto del estudio. Asi vino a caerse en la cuenta de que se tra-
staba de dos enfermedades distintas: la fiebre amarilla producida por un
virus filtrable y la leptospirosis iclero-hemorrdgica, por el gérmen de
Noguchi.

Por el cuadro clinico no podian diferenciarse v dada, ¢n ocasiones,
su prescncia simultinea en el mismo sujeto, todo concurria a cngendrar
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un equivoco tanto mas lamentable, cuanto que el propio Noguchi habia
de pagarlo con la vida.

Restaba averiguar las relaciones entre la fichre amarilla africana y
americana. Mediante pruebas de inmunidad eruzada con virus de distin-
ta procedencia, {ué posible demeostrar en el Laboratorio que la Fundacién
Rockefeller habia establecido en Nueva York, que se¢ trataba de una
sola v misma enfermedad.®

Finalmente Theiler!® logré infectar por via intracercbral al ratén
blanco con la cepa Asibi - que habia de ser después universalmente
famosa--- la cual recibid su nombre del nativo cuyo suero sirvid para inocu-
lar al macace rhesus, en el que se aislé por primera vez.

Si el descubrimiento del agente etiolégico de la fiebre amarilla, senald
una fecha histérica en los anales de la Virologia humana, las paginas cla-
sicas de esta nueva rama de la Medicina, iban a escribirse a medida que
se desenvolvieran los estudios de que fué objeto el primer virus patégeno
identificado por el hombre.

Intentaré resefiar aqui, esos estudios que son modelo de clasicismo cien-
tifico y fuente de ensefianza,

Laa filtracién y la ultracentrifugacion coinciden en sefialar cifras que
oscilan entre 12 2 25 milimicras para el didmetre de las particulas del
virus, asumiendo que scan ¢stas esléricas. Por tante figura entre los virus
mas pequeios. '

Una temperatura de 55° C destruye la ‘mayoria de las cepas en 10
minutos; pero cl virus desecado es mis resistente a la accién destructora
del calor. Asi ¢l material liofilizado puede conservarse varios afios a la
temperatura del refrigerador y las vacunas desccadas retienen su capa-
cidad inmunizante después de haher sido expuestas por varias semanas
a la temperatura ambicnte de los climas tropicales.

Es necesario recordar que el virus sc-inactiva ripidamente en medios
libres de proteinas lo que se evita afiadiéndoles sueros sanguineos de dis-
tinta procedencia. La vacuna preparada con la cepa 17D contenia sue-
ro humano que fué definitivamente eliminado de su composicion, cuando
surgi6 el problema de las hepatitis post-vacunales, v una vez que se hubo
demestrado que ¢l suere v no el virus de la fichre amarilla, cra el res-
ponsable de esos accidentes. Desde entonces el agua destilada ha subs-
tituido al suero humane sin que por ello sc hayva obscrvado disminucion
apreciable en la estabilidad y potencia inmunizante de las vacunas. Con
el perfeccionamicnto de las téenicas de liofilizacion, la presencia del suero
sanguineo va no sc hizo necesaria,
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Desde el punto de vista inmunolégico, no hay diferencias entre las
cepas del virus segin se demuestra por las pruebas especificas. Son &s-
tas, las de neutralizacién, fijacién del complemento, y las mas recientes,
de inhibicién de la hemoaglutinacién. Se admite que cada una de ellas
descubre anticucrpos distintos. Los que intervienen en la neutralizacién
son mas especificos y duraderos, de ahi, la preeminencia de esas prue-
bas sobre las demds y ¢l uso rutinario que de ¢llas se hace en las encuestas
epidemiolégicas, La indole del presente trabajo no permite entrar a des-
cribir los detalles téenicos de las pruebas de proteccién, por lo que sdlo
serin mencionadas en las lineas subsecuentes. Mediante las pruebas de
hemoaglutinacién recicntemente introducidas por Casals!! s¢ ha demos-
trado que el virus amarilico cae dentro de! grupo de los virus que pro-
ducen encefalitis transmitidas por artrépodos. Pertenece al subgrupo B
de Casals juntamente con los virus del dengue y las cncefalitis de San
Louis, japoncsa, rusa y del Valle Murray; asi como los virus llamados
Ilheus, Ntaya, Uganda, ctc., propios de las regiones tropicales, Coon todos
ellos guarda relaciones antigénicas muy estrechas.

Les animales que puede .infectar el virus amarilico, pertenecen a es-
pecies muy distantes entre si. Ademas del ratén y del macaco que ya
fueron mencionados, casi todos los monos africanos y americanos que
han podido estudiarse, son también susceptibles. Es de notarse que, en
general, los monos americanos desarrollan la forma fatal de la infeccién,
la que por ¢l contrario, sucle ser benigna en los que proceden del Con-
tinente Africano.

La inoculacién por via intracerebral de los cobayos produce regular-
mente una encefalitis fatal; pero la via parenteral da lugar a respuestas
muy variables, En cambio, }a rata y el conejo son totalmente refractarios
por cualquier via.

Con el propésito de descubrir los huéspedes de la fiebre amarilla sel-
vatica, se han inoculado muchos animales silvestres, habiéndose encon-
trado que son susceptibles algunos desdentados como los armadillos, pe-
rczosos y hormigueros; ciertas variedades de cerdos salvajes y algunos
roedores. En la mayoria de ellos, la enfermedad sélo se descubre por
la presencia del virus en la sangre.

Por lo que toca a los mosquitos que pueden actuar como vectores,
ya sea en la naturaleza o en condiciones experimentales, se ha prohado
que el virus sc multiplica en el interior de sus organismos. El virus se
propaga también en el embrién de pollo.

Las infecciones experimentales del macaco rhesus y del ratén mere-
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cen estudiarse en detalle, por la valiosa informacién que proporcionan
sobre algunas de las propicdades més importantes del virus, como son
las afinidades tisulares que éste cxhibe en los distintos huéspedes y su
facultad de mutacién.

Analicemos primere algunos de los hechos mas salientes que lienen
lugar cuando ¢l macaco se¢ inccula con un virus amarilico que, per ha-
ber sido aislado directamente de un caso humano, recibe el nombre de
“natural o no modificado”. Llama la atencién desde lucgo, que la infec-
cién pueda inducirse pricticamente por todas las vias: intracutanea, sub-
cutinea, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, intranasal, intragais-
trica e intracerebral. Al cabo de dos o tres dias de cfectuada la inocula-
cibn, el virus se encuentra siempre en la sangre a cancentraciones clevadis
simas, hasta de un billén de particulas infectantes por cc. En seguida
y de una mancra constante, el higado va a ser el sitio donde el virus se
multiplica con mayor intensidad. Ademds del higado, el agente infccclo-
so invade el sistema linfitico, la médula ésea, ¢l bazo, el sistema reticu-
loendotelial en general, el rifién, las cipsulas suprarrenales ¥ otros 6r-
ganos. Por ¢l contrario, en el cerebro el virus sélo existe en cantidades
minimas o no aparece en absoluto. Las mas de las veces, el proceso ter-
mina con la muerte que es ocasionada por las lesiones hepéticas, Como
puede verse, en el caso quc consideramos, el virus amarilico que penetra
en el organismo por cualquicra de las vias mencionadas, sc disemina
por la corriente sanguinea y muestra afinidad por numerosos érganos
de la economia, en particular por el higado, Por todo csto, s¢ dice gue
es “viscerotrépico” y alin “hepatotrépico™; micntras que el calificativo de
“neurotropo™ evidentemente no le conviene, dado que su afinidad por el
tejido nervioso es muy pequefia. A este respecto cabe mencionar que aun
en el supuesto de que el virus viscerotrépico no se inocule al macacus
rhesus por via intracerebral, la enfermedad va a desarrollarse en la for-
ma descrita, y si el animal muere, lo hard a consccuencia de la necrosis
de la glindula hepitica; pero sin presentar sintomas de encefalitis. En
cambio, ésta ultima se producird con cardcter mortal en el caso de que
el animal haya sido protegido antes de la inoculacién con suero inmune,
el que por otra parte, evitara la infeccion sistematica general. Una ob-
servacién de esta naturaleza sirvié de base a las primeras inmunizaciones
que se cfectuaron en los seres humanos, mediante el uso combinado de
virus neurotropo —ccpa francesa— vy suero inmune. 12

La enfermedad que produce un virus no modificado —cuyo prototipo
puede ser la cepa Asibi— en el ratén adulto tiene caracteristicas muy
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difcrentes de las que ya fueron sefialadas a propésito del macaco. En
efecto, la inica via capaz de provocar la infeccidn en el ratén adulto,
es la intracerebral u otra, que como la intranasal, brinde facil acceso a
las estructuras nerviosas; el virus s¢ propaga a lo largo de los nervios,
no invade la sangre ni las visceras y produce, en ultima instancia, una
encefalitis fatal. Se comporia en suma, como virus neurotropio.

Que el sitio de ataque ¢s ¢l encéfalo, bien lo prueba el hecho de
que la encefalitis puede desencadenarse por via intrapritoncal en cl ratén
adulto, s1 al mismo tiempo se inyecta almidén u otra sustancia inerte en
la cavidad craneal. Puesto que la via intraperitoneal es por si misma in-
cficaz, resulta posible admitir, que el traumatismo intracraneal tiene el
¢fecto de localizar en el encéfalo, las pequefias cantidades de virus que a
partir del sitio de inoculacién, se habian hberado a la sangre circulante.
Asi es como se realiza la prueba de proteccién de Sawyer v Lloyd.13

Cuanro N* 1

Esquema comparativo de la infeccién experimental producida en el macacus rhesus,
ratén adulto y ratdn joven, con el virus amarilico “no modificado®.
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Por lo que toca a las afinidades tisulares del virus, la infeccién del
ratén joven ocupa un lugar intermedio entre las dos precedentes. Asi
lo demuestra el hecho de que el ratén joven se infecta tanto por la via
intracerebral, como por la parenteral. A semejanza de lo que ocurre en
el ratén adulto, ¢l virus sc propaga por via nerviosa y el resultado final
es también una encefalitis. Es muy interesante el hecho de que con el



LOS VIRUS DE LA FIEBRE AMARILLA 249

progreso de la edad se desarrolla una resistencia gradual a las inocula-
ciones por las vias subcutdnea e intraperitoneal, en forma tal, que entre
los 18 y 21 dias estos animales reaccionan, parte como los mis jévenes
y parte como los adultos, Dada su gran susceptibilidad por via subcuta-
nea, los ratones cuya edad es inferior a 18 dias, son muy adecuados para
emprender estudios de transmisién experimental en los que son expuestos
a la picadura de mosquitos infectados. Asimismo, las pruebas de neu-
tralizacién alcanzan en ellos, especial sensibilidad al verificarse la inocu-
lacién por las vias indicadas —subcutinea e intraperitoneal— con la
ventaja de no requerirse, en tales casos, el traumatismo intracerebral,
Una vez considerada en sus rasgos esenciales la enfermedad de los
ratones jovenes y adultos, conviene investigar que es lo que sucede cuan-
do el virus se propaga en serie, por via intracerebral en esos roedores.
De lo anteriormente expuesto se deduce, como puede observarse en
la figura N¢ 1, que el virus no modificado es pantrotrépico, puesto que lle-

— Figura N? 1 -

Tropismo del Virus Amarilico “no modificado”.
Cepa Asibi

Pantotropismo

Neuro- Viscero-
tropismo tropismo

Ratdén /
adulto

Monos

Ratén
joven

va en si mismo la facultad de manifestar dos tendencias principales: la
viscerotrépica que despliega en el organismo del macaco y la neurétropa
que se exterioriza cuando infecta al ratén adulto. En el ratén joven los
dos tropismos existen entremezclados, si bien con predominio del ner-
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vioso. Por consiguiente, el tropismo del virus es una facultad condicio-
nada al huésped en que se propaga.

A medida que se realizan los pases sucesivos con las suspensiones in-
fectantes del cerebro, el periodo de incubacién se acorta hasta llegar a
un minimo del cual no se puede pasar. Cuando se ha alcanzado ese pe-
riodo minimo de incubacién, que por lo general es de 5 dias, se dice
que el virus se ha fijado y entonces, recibe este nombre: “virus fijo”.
El fenémeno es del todo anilogo al que Pasteur estudié magistralmente
con el virus de la rabia. Como en éste, tanto la facultad de fijarse, como
las modalidades del proceso, son propiedades inherentes a cada una de
las cepas del virus del que no cabe decir que se haya “adaptado”, ya
que el ratén es originalmente susceptible al virus no modificado. Una
vez que éste ha exaltado su virulencia a través de los pases intracere-
brales, recibe la designacién de virus “neurotropo”.

Lo anterior llevaria a pensar que el virus neurotrépico sélo se distin-
gue del original, por la mera exageracién de su afinidad por el tejido
nervioso. Sin embargo, la inoculacién al macaco con el virus neurotré-
pico, —cuyo prototipo es la cepa francesa aislada originalmente en Da-
kar— pone de manifiesto que alteraciones mas profundas han tenido lugar
durante el proceso de fijacién en el cerebro del ratén. A diferencia del
virus no modificado, el virus neurotropo inoculado por via intracerebral
provoca encefalitis en el macaco, a pesar de que éste no haya sido pro-
tegido con suero inmune; por via parenteral el virus no alcanza en la
sangre concentraciones tan elevadas, y la invasién del higado es menos
constante. Es decir, que el virus que ha sufrido pases sucesivos por el
cerebro del ratén es, comparativamente con la cepa natural que le di6
origen, menos viscerotropo para el mono y mas neurotropo. En otras pala-
‘bras, se ha modificado, experimentalmente una mutacién.

Otro hecho que se pone también en claro, es la oposicién de los dos
tropismos, de manera que al exagerarse uno, el otro se deprime.

Atendiendo a las semejanzas que la enfermedad natural y experimen-
tal de mono guarda con la de los seres humanos, era de preverse que
los hallazgos anteriores fueran a encontrar aplicacién en éstos ultimos. Des-
de entonces, los franceses han usado la cepa neurotrépica aislada en
Dakar, para vacunar a los habitantes de sus posesiones africanas. Los
resultados han sido excelentes no obstante que el virus neurotrépico fran-
cés revela todavia, cierto neurotropismo no exento de riesgos.

Clon la mira de obtener cepas mas atenuadas, Haagen y Theiler (1932),
emprendieron los primeros trabajos sobre la propagacién del virus ama-
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rilico en cultivo de tejidos. Lloyd, Theiler y Ricci (1936), propagaron
la cepa Asibi en tejidos de embrién de ratén a lo largo de una serie de
subcultivos que llamaron 17E. La cepa mantenida en esta serie, revel6
marcada atenuacién de su viscerotropismo; pero los macacos que se inocu-
laron por via intracerebral con el material procedente del subcultivo n-
mero 203, murieron de encefalitis. Con el objeto de atenuar el neuro-
tropismo, el embrién de ratén fué sustituido por el embrién de pollo. Des-
pués de haber realizado 18 pases en aquél, 58 mas fueron hechos en
cultivos preparados por trituracién de embriones de pollo enteros. A par-
tir de entonces el virus continué propagindose, tanto en las suspensiones
de todo el embrién de pollo, como en otras provenientes de embriones
a los que se les habia quitado el cerebro y la médula. Esta segunda se-
rie que se llamé 17D, alcanzé 160 subcultivos. Entre los subcultivos 89
y 114, ocurri6 una mutacién caracterizada por la pérdida casi completa
de la patogenicidad tanto viscerotropa como neurotropa. La antigeni-
cidad por el contrario, no habia sufrido menoscabo, la mutacién parecia
estar muy firmemente establecida y presentaba ademés la ventaja de no
ser infectante para el aedes aegypty. Por tanto, la cepa 17D se considerd
que llenaba todos los requisitos para ser empleada en la inmunizacién
de los seres humanos. Soper y Smith (1938) vacunaron con buen éxito
el primer grupo de personas en Brasil; en la actualidad el nlmero de
vacunados con esta cepa, suma varios millones.

Se desconocen las causas que determinaron la atenuacién de la cepa
17D. Los mismos procedimientos fueron aplicados a la cepa neurotrépica
francesa con resultados negativos. Adn con la cepa Asibi la repeticiép
fiel de todo el proceso de cultivo no tuvo por consecuencia el que la
mutante volviera a surgir. Tampoco las otras lineas de cultivos en em-
brién de ratén, embrién de pollo entero y testiculos de ratén que Theiler
y su grupo prosiguieron simultineamente con la serie 17D, ocasionaron
la atenuacién definitiva del virus. Ello demuestra que el tejido de em-
brién de pollo no determiné como tal, la aparicién de la mutante.

De gran importancia son los trabajos de Penna y Moussatché (1939)
quienes por pases sucesivos de la cepa Asibi en el embrién de pollo, lo-
graron obtener, a su vez, una mutante aniloga a la 17D. El hallazgo
ademés de proporcionar el medio donde actualmente se prepara la vacuna
en gran escala, contribuyé a demostrar que la ausencia de tejido nérvio-
so en los cultivos de la tantas veces mencionada serie 17D, no fué factor
decisivo en la atenuacién del virus, ya que éste se multiplica ampliamen-
te en el cerebro del embrién de pollo.
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De cualquier manera que sea, la mutante 17D del virus amarilico
obtenido por Theiler, ha constituido una vacuna que por su inocuidad
y gran eficacia, es de uso universal. Su descubrimiento, corona la obra
gigantesca de quienes con visién clara y denonado esfuerzo obtuvieron
para la Medicina preventiva uno de los més preciados galardones,
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