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ESTUDIO SOBRE EI VIRUS DE LA VACUNA ANTIVARIOLICA
CULTIVADO EN TEJIDOS. SU APLICACION EN
LA ELABORACION DE UNA VACUNA¥

INTRODUCCION

Dr. Carros CAMPILLO 5.

O EXISTEN DATOS HISTORICOS exactos para recenstruir el origen de nin-

guna de las cepas del virus de la vacuna antivariélica de que se dispone
en la actualidad. Es posible que ¢l virus de la viruela bovina que Jenner (1798)
por primera vez usé para evitar la virucla humana, se haya contaminade con
el agente etiolégico de esta enfermedad, En efecto, durante los afics que siguic-
ron a la genial observacién del médico inglés, cuando la variolizacién era todavia
practica corriente; es verosimil suponer que a consecuencia de la mezcla de dos
virus afines haya surgido un tercero con propiedades intermedias.

Asi, al lado de los virus de la virucla humana y bovina se considera en la
actualidad ¢l virus de la vacuna antivaridlica, como una entidad distinta.
Con el nombre “virus de vaceinia™ algunos autores suelen designarlo. La expre-
sibn tomada de la lengua inglesa, resulta poco feliz en nuestro idioma; por lo
que en las lineas subsecucntes se hablard del virus de la vacuna antivariflica
o simplemente del virus de la vacuna.

Los primeros en cultivarlo en tejidos, que mantenian viables dentro de
gotas de plasma suspendidas, fueron Steinhands, Israeli y Lambert (1913). Pos-
teriormente, Rivers, Li y colaboradores {1929} en tejidos de embriones de pello
suspendidos en solucién de tyrode, trataron de dernostrar la multiplicacién del
virus y la presencia de cuerpos de inclusién intracelulares. Estos ultimos, fue-
ron vistos y descritos por primera vez por Buist (1887) y Paschen (1906} y afios
mas tarde, por Gordon (1937},

* Leido en la sesién ordinaria del 22 de octubre de 1958.

Nota: Losg estudios que aqui se presentan sirvieron de base para la tesis recepcional
de la Dra. Ana Maria Negrete Martinez.
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Goodpasture, Weodruff y Buddingh (1932} encontraron que ¢l virus de la
vacuna se puede cultivar en la mebrana coricalantoidea de embriones de pollo.
Posteriormente (1935}, el método fué cmpleado por ellos mismos y por otros
autores {Irons, 1939), en la preparacién experimental de vacuna para aplicacién
en seres humanos. Sin embargo, todos los estudios mencionados lineas arriba,
tuvieren necesariamente la limitacién técnica que les imponia el desconocimiento
de los nuevos métodos de cultivo de tejidos, introducides a la virologia hace
apenas unos afios, en 1949, por Enders y colaboradores.

La aplicacién de estos métodos, con el fin de obtener nuevos datos sobre e
comportamiento de] virus de la vacuna antivarilica en cultivo de tejidos, cons-
tituye el objeto del presente trabajo.

EXPERIMENTACION

1. Susceptibilidad de distintos tejidos al virus de la vacuna. Accién cito-
patogénica.

Virus. En todos estos estudios sc utilizd la linfa glicerinada de ternera que
prepara el Instituto de Higienc correspondiente al lote 30x. Después de eliminar
con antibidticos la contaminacién bacteriana, el material recibido se inoculdé a
la dosis de 0.1 c.c. por cada tubo de cultivo. La suspensién inoculada represen-
taba 100 dosis infectantes, medidas por escarificacion en la piel del conejo.

Tejidos. Se ensayaron los siguientes: piel y misculo de embriones de bovino
recogidos al tercero o cuarto mes de la gestacién; piel y misculo de embriones
humanos: células amniéticas hurnanas; rifién de conejo; membranas corioalan-
toideas de embriones de pollo y pato, incubados por diez a doce dias y células
Hela.

Métodos. La piel y misculo de embriones humanos y bovinos, se cultivaron
en tubos rotatorios segtin la técnica de Enders (1952). Los rifiones de conejo y
las células amnidticas humanas, se cultivaron por tripsinizacién siguiendo en
términos generales los métodos propuestos por Youngner (1954). Las células
HeLa empleadas, fueron las que mantiene cultivadas en serie el Laboratorio
de Virus con los métodos habituales.

En todos los casos el medio nutritivo estuvo constituide por: liquido de Hanks
(709%) ; hidrolizado de lactoalbtmina al 2.59% (20%); suero de caballo inacti-
vado (109%); penicilina 100 U/c.c.; estreptomicina 100 mg./c.c. y micostatin
50 Ulee.

El pH se ajusté a 7.3 con una solucion amortiguadora de bicarbonato de
sodio. Se practicaron cambios periédicos del liquido nutritivo con objeto de con-
servar los tejidos en buenas condiciones.

Por lo general los cultivos mostraron crecimiento satisfactorio entre el sexto
y octavo dias, momento en que, previo cambio de medio nutritivo, fueron inocu-
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lados con la dosis ya senalada. A continuacién se pusieron a rotar a la tempe-
ratura de 37°C, y se observaron diariamente.

Los liquidos procedentes de los tubos cuyos tejidos manifestaron alteraciones
imputables al virus, se retiraron a intervalos regulares, Con el {in de demostrar
la presencia de virus activo, dichos liguidos se usaron para inocular nuevos
tubos de cultive, embriones de pollo per via coricalantoidea y conejos por escari-
ficacién dérmica.

La identidad del virus se establecié mediante pruebas de neutralizacidn “in
vitro” con antisueros conocidos.

Resultados. Todos los tejidos utilizados revelaron la serie de alteraciones
correspondientes al efecto citopatogénico producido por el virus de la vacuna.

Por lo general los primeros cambios se observaron entre las 24 y 48 horas
después de la inoculacién.

A la simple inspeccidn microseépica con pequefio aumento, las células atacadas
se aprecian aumentadas de tamafio tal como si estuvieran hinchadas, pierden el
contacto entre ellas y exhiben maltiples nicleos y vacuolas intracitoplismicas. En
una etapa mas avanzada, las células en disgregacién, se observan totalmente
llenas de granulaciones, apelotonadas y redondeadas. Por tltimo, se fragmentan
y desintegran terminando por desprenderse de las paredes del tubo, donde sélo
quedan algunos restos cclulares.

En el cuadre nlunero | se muestra la susceptibilidad de los distintos tejidos
estudiados.

Cuabro NiwM, 1

TEJIDOS QUJE SE ENCONTRARCON SUSCEPTIBLES A LA ACCION
DEL VIRUS DE LA VACUNA

APARICION DE LOS DESTRUCCION TOTAL
TEJIDOS ESTUDIADOS PRIMEROS CAMBIOS DEL TEJIDO
{horas de inoculacién) {dias de inoculacién)

Piel embriém humana . .......0... 48 4
Misculo embrién humano ...... 48 4
Piel embrién bovine .. ... ...... 24 3
Misculo embrién bovino ........ 48 4
Células amnidticas humanas ... .. 72 8
Rifidbn de conejo ....ovvenean.. 24 3
Células HeLa.........cvneununs 48 5

Habitualmente este proceso se lleva a cabo de la periferia al centro, entre
el primero y décimo dia, segin el tejido empleado.

Se encontrd que los cultivos de rifion de conejo y piel de embrién de bovino
fueron los primeros en manifestar los cambios de referencia, puesto que estos
principiaron a observarse a las 24 horas alcanzando sus etapas finales 72 horas
después de la inoculacidn.

En los cultivos de células amnidticas humanas el proceso requirié mas tiempo.
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En todos los cultivos se hizo evidente la disminucidén en la produccién de
4cido, dehida a los cambios metabdlicos del tejido. En efecto, se observé que
los tubos inoculados tenfan un pH promedio de 7.2 mientras que en los cultives
no inoculados era de 6.6. '

Los cambios citopatogénicos observados ¢n las preparaciones tefidas, se mues-
tran en las figuras correspondientes.

Finalmente, con los liguidos recogidos fué posible reproducir los cambios
citopatogénicos en los tejidos, asi como provocar lesiones caracteristicas en las
membranas coricalantoideas de embriones de pollo y en la piel escarificada
de los conejos.

Las pruebas de neutralizacién permitieron atribuir los cambios anteriores, a
la accién especifica del virus de la vacuna.

1. Titulaciones.

Se juzgd conveniente practicar titulaciones en los tejides que se mostraron
capaces de soportar la propagacic’m del virus de la vacuna. De csta mancra se
podia averiguar mas a fondo si los cambios observados eran reproducibles en
serie; al mismo tiempo que se obtenia cierta informacién sobre la sensibilidad
comparativa de los distintos tejidos.

Se descongelaron dos dmpulas del virus empleado en cstos estudios para
preparar con ellas diluciones progresivas desde 10-1 hasta 10-8 en selucién salina.
Con cada dilucién se inocularon seis tubos a la dosis habitual de 0.1 ml Las
lecturas de los mismos se hicicron diariamente anctando los cambios citopato-
wénicos observados.

Los titulos respectivos se calcularon de acuerdo con el método de Reed y
Muench (1938). En todas las experiencias se incluyeron sisteméiticamente tubos
normales que sirvieron como testigos del tejido.

Para interpretar mejor los hallazgos anteriores, se juzgé también conveniente
practicar titulaciones similares en embriones de pollo y pato, dado que la inocu-
Jacién de éstos por via coricalantoidea constituye el método de eleccién para
efectuar el aislamiento del virus de la viruela y de la vacuna. Con esta finalidad
se tomaron cmbriones de pollo v pato incubados a 37°C. durante 12 dias. Se
inocularon por via alantoidea y coricalantoidea.

Para cada dilucién se emplearon seis huevos cmbrionados, cada uno sc
inoculé con 0.2 c.c. de la suspensién, incubdndolos después a 35°C. Se observaron
diariamente en el ovoscopio, para descartar los embriones muertos, cosechande
los vivos al tercer dia. En cajas de Petri estériles se recolectaron las membranas
corioalantoideas, que se colocaron sobre un fondo obscuro para facilitar la cuenta
de vesiculas.

El titulo se cxpresd por el nimero de unidades infectivas, calculando cl
promedio de vesiculas en las membranas inoculadas con la misma dilucién.
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En cl cuadro nimero 2 sc muestra el titulo promedio de las seis titulaciones
practicadas en cada tejido v en los embriones.

‘’

Cuanro NUM, 2

TITULACION DE UNA CEPA DE VIRUS DE LA VACUNA EN CULTIVQO
DE TEJIDOS Y EN HUEV(OS EMBRIONADOS

Piel de embridn humana . ... .. 0 it i e i e -6 %
Musculo de embridn humano . ... ... i, 10-5
Piel de embrién de bovino . . oo oot o i i e e 10-7
Miusculo de embrién de bovino .. ... oo ool L, 10-5
Células amnidticas humanas ... o v it i iieeiesiiticnsenana 10-6
RifON B CONMBJO L vt vt it et ie s nam e are caetnnaneanmnnns 10-8
Membranas coricalantoideas de embriones de polle . ............ 10-5
Membranas coricalantoideas de embriones de pato ..... PR 10-3
L7 L) - 1 N 10-7
Embriones de pello inoculados por via coricalantoidea .......... 10-8
Embricnez de pollo inoculados por via alanteidea ....... ... ... 10-8
Embriones de pato inoculados por via alantoidea ... ... ... .. 10-7

* Cadn una de ealas cifras corvesponde al promedio de § titulariones.

Es de netarse que los titulos més altos {10-7; 10-8) corresponden a los cultivos
de rifién de conejo y piel de embridén de hovine los que son comparables a los
obtenidos en los cmbriones de polle.

Por otra parte llama la atencién que los cultivos de membrana corioalantoidea
dieren titulos mds bajos que los obtenides al inocular el embrién en esa misma
membrana o en la cavidad alantoidea.

I111. Produccion del virus.

Para llevar al cabo este cstudio se utilizaron cultivos de rifidn de conejo ¢n
frascos Roux los cuales fucron ineculados con 6 c.c. de una dilucién de 10-2
del virus de la vacuna cmpleado.

Una vez incculados los tejidos se incubaron a 37°C. durante dos horas, al
cabo de las cuales se extrajo el liquido y se lavaron 3 veces con una solucién
de Hanks neutralizada; después de esto se repuso el medio nutritivo y nueva-
mente se incubaron a la misma temperatura. Se tomaron muestras del liquide
para ser tituladas en cultivo de tejidos; a las 0, 2, 7, 24, 48, 72, 116 y 185 horas
después de haberse lavado el tejido.

En la grifica niimero 1 se muestra los resultados obtenidos en esta prueba.

Dos horas después de la inoculacién se encontré un titulo de 10-3, que se
mantuvo sensiblemente igual a las siete horas. A las 24 horas, coincidiendo ceon
la aparicién de los primeros cambios citopatogénicos, la concentracidn de particu-
las liberadas al medio de cultive, aumentéd mil veces. No hubo alteracién del
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GRATICA
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NOTA: Los titulos se expresan en T.C. D50 en cultivos de rifidn de conejo.

titulo durante las 24 horas subsecuentes; pero a partir de las 48 horas se registré
una elevacién paulatina que a las 72 horas alcanvé la cifra méxima de 10-8. En
este momento la destruccion celular era completa. La curva acusé un descenso
pronunciado entre las 72 y 96 horas, y enseguida, la presencia de una meseta
extendida hasta las 185 horas que fué el Gltimo punto de referencia consideradao.

IV. Preparacién de una vacuna antivaridlica.

De los estudios que se hicieron se desprenden numerosas aplicaciones. En
¢l Laboratorio de Virus de la Secretaria de Salubridad y Asistencia se explort la
elaboracién de una vacuna antivariélica en cultive de tejidos sobre la cual deseo
informar a ustedes de una manera preliminar. Con esa finalidad se cscogid el
rifién de conejo tanto porgue puede cultivarse regularmente por tripsinizacion,
como por las grandes cantidades de virus que se obtienen a partir de los cultivos
inoculados. Por otra parte, el conejo es un animal barato, ficil de conseguir y
manejar en el laboratorio. Todas esas circunstancias indicaban que el rifdn
de conejo constituiria un material muy apropiado para elaborar con ¢l regular-
mente en gran escala, una vacuna antivariélica de potencia elevada.
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Se seleccionaron animales sanos y vigorosos. Los rifiones fucron tratados con
la téenica habitual de tripsinizacién y las células sembradas en frascos de Roux
de 60 ml., con el medio de crecimiento ya mencionado, Una vez hecha la inocu-
lacién, la concentracién de suero de caballo se redujo al 29%. Como indculo se
empleé linfa de ternera con titulo no inferior a 10-8 determinada en la picl
del conejo. T.as botellas s¢ inocularon cuando les cultivos eran satisfactorios y
habian alcanzado buen desarrollo; cosechandose el liquido 72 horas después. Este
Gltimo se congeld mientras se hacian las pruchas de inoculacién y potencia
cerrespondientes. :

El rendimiento quc proporciona un conejo es de 350 a 400 c¢.c. d¢ vacuna; o
sca mds o menos igual al que se obtienc de una ternera,

El producto final es un liquido transparente, de color rosado, hamogéneo v
fué envasado en capilares como la vacuna clasica. Debe lienar los siguientes
requisitos:

1} Ser bacteriologicamente estéril.

2} Ser innocuo para ratones y cobayos inoculados por distintas vias, v

3} Tener un titule no inferior a 10~8 en la membrana coricalantoidea del
polle y en cultivos de rifién de conejo, sobre cuva piel debe praducir
lesiones confluentes cuando se diluye al 1:1 000.

ez lotes experimentales que han sida preparados en el Laboratorio de
Virus de la Secretaria de Salubridad, llenaron tales requisitos. Por tanto, con
dos de ellos se decidié hacer una prucha preliminar de campo en 102 nifios que
no habian sido vacunades. Se siguié la técnica de multipuntura practicada por
personal experimentado; las lecturas se hicieron a los 8 dias de la vacunacién,
habiéndose obtenido en total 95 prendimicntes primarios, lo que representa un
porcentaje del 939.. No se presentaron reacciones de intolerancia.

Estudios adicionales sobre cste producto se encuentran todavia en curso v seran
objeto de otra comunicacién.

COMENTARTO

De los estudios realizados se desprende que el virus de la vacuna antivariélica
se propaga ficilmente en cultivo de tejidos distintos por su naturaleza y pro-
cedencia.

51 se considera que ¢l virus de la vacuna antivaridlica y ¢l de la viruela per-
tenecen al mismo grupo, que ambos son extraordinariamente parecidos y que
ticnen, con ligeras variantcs, el mismo cspectro patogénico en los animales; es
muy probable que su espectro patogénico “in vitro” sca también andlogo cn
especificidad y amplitud.

Muy restringido, es por el contrario ¢l del virus variceloso, capaz dnicamente
de multiplicarse en los tejidos de los scres humanos v de los primates. Por si sola
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esta caracteristica diferencial, es susceptible de utilizarse en el esclarecimiento
de diagnésticos etioldgicos. La urgencia con que se plantean estos altimos, ¢n ia
practica, demandan su resolucién dentro del plazo mas breve posible. Resulta
entonces de inestimable valor, a la vez que relativamente sencillo, inocular cultivos
de rifién de conejo, los que, en case positivo, irin a mostrar las alteraciones cito-
patogénicas especificas 24 horas después. Conviene recordar que en los embriones
de pollo, inoculados por via corioalantoidea, las lesiones no aparecen antes de
72 horas.

Ahora bhicn, al comparar la susceptibilidad de los distintos tejidos entre si,
con los embriones de pollo v pato, se encontré que los cultivos de rifidn de congjo
y los embriones de pollo, la revelaron en grado méaximoe y por igual, ya que el
virus aleanzé en ellas un titulo de 10-8. En un trabajo reciente, Cutchins y
Warren (1958} informan que la sensibilidad de los cultivos de rifidn de mono,
cs todavia mayor.

Estos autores también insisten ¢n la respuesta mis regular que proporcionan
los cultivos de tejidos respecto de los embriones de pollo: por lo cual estiman
que debe preferirse a aquéllos para la titulacién de vacunas y en general, siem-
pre que sca necesario efcctuar determinaciones cuantitativas del virus o de los
anticuerpos neutralizantes especificos,

Acerca de la mayor susceplibilidad que mostraron los embriones de pollo
“in vitre” en relacién con la de sus proplas membranas corioalantoideas, sonic-
tidos a cultivo, no se dispone de una explicacidn satisfactoria que, tal vez pudicra
encontrarse analizando la dindmica de la infeceién en ambos sistemas. Es posible
que la inactivacion de las particulas infectantes del virus, liberadas en distintos
ciclos reproductivos, sea mayor en el medio de cultivo que en el embrién mismo.
Los fenémenos de autointerferencia también podrian tener participacién,

La preparacién de una vacuna antivaridlica valiéndose de las téenicas mo-
dernas de cultive de tejidos, esid llamada a subsistir a los métodos que actual-
mente se ponen en praclica con el mismo propdsito. Reconoce como antecedente
un intento similar hecho por Wesslen (1956} en Suecia, con cultivo de células
suspendidas en embrion de bovino. El método que aqui se proponc es mds
sencillo, técnicamente, mejor controlado y su rendimiento superior. Su esterilidad
bacteriana, la extraordinaria facilidad técnica de su elaboracién y la rapidez con
que pueden prepararse grandes cantidades, aunade al costo tan reducido que
represenia: son otras tantas ventajas que este preducte ofrcce sobre la linfa
clasica de ternera. En cada une de estos aspectos, se compara también favora-
hlemente, con las vacunas producidas en embrién de pollo, a excepeidn de la
esterilidad bacteriana que comparte con ellas.

Dado que la vacuna claborada en tejidos, sdlo contiene proteinas extrafias
en minima proporcidn, no cabe esperar que se produzcan rcacciones de intole-
rancia cemo las que se registran entre las personas alérgicas a las proteinas del
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huevo que reciben las vacunas avianizadas. Su potencia evaluada en el labora-
torio y en la prueba preliminar de campo a que fue sometida, fue satisfactoria;
pero estudios mas amplios sen necesarios en el futuro, para confirmar este punto.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

1, El virus de la vacuna se pudo cultivar en los sigulentes tcjides: piel y
misculo de embriones de bovine; piel ¥y musculo de embriones humanos; células
amnidticas humanas; rifién de conejo; membranas coricalantoideas de embriones
de pollo y pate y células Hel.a.

2. En todos los tejidos enumerados dié lugar a la misma serie de altera-
cienes, siendo los primeros en manifestarlas, los cultivos de rifibn de conejo y
piel de cmbrién de hovino.

3. Como un hecho constante sc observd la presencia de grandes vacuolas,
inclusiones intracitoplasmaticas y abundantes células polinucleadas ¢n las prepa-
raciones tenidas.

4. Los hallazgos anteriores, autorizan a preconizar el uso de las téenicas de
cultive de tejidos con fines diagnésticos v cn la practica de encuestas seroldgicas.
Siendo de notarse que la sensibilidad del cultivo de rifién de conejo, en particu-
lar, es comparable a la inoculacién del cmbrién de pello en la membrana
corioalantoidea.

5. Hay un paralelismo entre la curva de produccion de virus en células
renales de conejo y los cambios degenerativos; alcanzando ambos su méiximo a
las 72 horas de inoculados los tejidos.

6. Atendiendo a las ventajas que presenta se escogicron los cultivos de
rifibn de conejo para preparar una vacuna antivariélica.

7. Por la simplicidad de su elaboracidén, bajo costo y extraordinario rendi-
miento, ¢ste producio presenta ventajas indiscutibles sobre las vacunas antivarié-
licas de otro origen, de que se dispone en la actualidad. Asimismo hay razones
para suponer que es innocua para los seres humanos.

8. Las pruebas de potencia realizadas en el laboratorio, fueron satisfacto-
rias. Sus resultados fueron corroboradoes por una prueba preliminar de campo que
se hizo en 102 individuos no vacunados. El porcentaje final de prendimientos
primarios fué de 93%:.

Nora: Se agradece al Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital General,
y en particular, al Dr, Ruy Pérez Tamavo y colaboradores, asi como al Dr. Ignacio
S84nchez Bravo, Directar del Centro de Adiestramiento de Salubridad y Asistencia,
la colaboracién que prestaron para este trabajo.
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“ESTUDIO 50BRE EL VIRUS DE LA VACUNA ANTIVARIOLICA
CULTIVADO EN TEJIDOS. 5U APLICACION EN LA
ELABORACION DE UNA VACUNA"*

COMENTARICG AL TRABAJO DEL DR. CARLOS CAMPILLO

Dr. Micurr E. BUSTAMANTE

UN cUaNDO ¢n México ne ha habido casos de viruela desde el ano de

1955, esta enfermedad continta siendo causa de defuncidn en iniles
de personas c¢n este Continente de América del Sur y en porciones de Africa
v Asia,

La Organizacién Mundial de la Salud, con justicia, ha insistido en su reco-
mendacién a todos los gobiernes del mundo sobre la vacuna contra la viruela,
gue es obligatoria en la mayor parte de los paises, con excepeion de Inglaterra
y Australia, que recientemente tuvieron algunos brotes por los que se les declard
cuarentena a las embarcaciones inglesas y del Coontinente Europeo.

El hecho, tinico hasia ahora en la historia de [a Biologia, dc que un virus
de enfermedad distinta, como es el virus de la vacuna, preduzca inmunidad
cruzada para el virus de la viruela e inmunizacién satisfactoria, ha permitido
a los investigadores disponer de un virus atenuado que se puede conservar y
cultivar actualmente en tejidos y permite la claboracién de vacuna antivariolosa
en condiciones ideales de pureza y excelentes desde el punto de vista de pro-
duccidn v de bajo costo,

El Dr. Campillo Sienz, en su trahajo, relata en primer Iugar sus experimen-
los para estudiar: Primero: la susceptibilidad de distintos tejidos al virus de la
vacuna y su accidén citopatogénica. En segundo lugar, las ttulaciones de los
tejidos en que se propagd el virus de la vacuna vy, enseguida, pasé a esiudiar

£

* leido en la sesién ordinaria del 22 de octubre de 1958.
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la produccién del virus, basando sus experimentos en el cultive de los tejidos
obteniendo, finalmente, lotes experimentales que preparé en el Laboratorio de
Virus de la Secretaria de Salubridad, llenando los requisitos de: esterilidad,
inocuidad para ratones y cobayos y, finalmente, con un titulo no inferior a 10-%
en la membrana corioalantoidea del embrién de pollo v en cultivos de rifién de
conejo, sobre cuya pie! debe producir lesiones de vacuna confluente diluido al
uno por mil.



