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RESUMEN

En el presente trabajo se describe una técnica de homotransplante 
adenohipofisario a la cámara anterior del ojo en pollos. La evolución 
del trasplante es seguida macroscópicamente mediante observaciones 
diarias y los cambios microestructurales sufridos por la glándula son 
descriptos a las 24 horas, 7 dias y 15 días.

THE ADENOHYPOPHYSIS TRANSPLANTATION TO ANTERIOR 
CHAMBER OF THE EYE IN COCKERELS

SUMMARY

We described a method for adenohypophysis homotransplantation 
to the anterior chamber of the eye. The evolution of the transplanted 
tissue was carry on by macroscopical daily observations. We described 
the microstructural changes of the gland 24 hr, 7 and 15 days after 
transplantation.

ANTECEDENTES

El trasplante adenohipofisario a zo­
nas alejadas del hipotálamo ha de­
mostrado ser una excelente prepara­
ción para numerosos estudios neuro- 
endocrinológicos en mamíferos. En 
las aves, sin embargo, hay muy po­
cos antecedentes sobre la utilización 
de trasplantes. Assenmacher (1958) 
utiliza la cámara anterior del ojo 

para trasplantes hipofisários en pe­
tos, pero no refiere el método quirúr­
gico seguido. Ma y Nalbandov (1961), 
utilizan para sus experiencias en po­
llos el autotrasplante adenohipofi­
sario bajo la cápsula renal. Este tipo 
de preparación requiere la hipofisec- 
tomía y el trasplante en un mismo 
acto operatorio, ambos muy trauma­
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tizantes y consecuentemente compro­
metedores para la sobrevida del teji­
do trasplantado. En el transcurso 
de nuestras experiencias relaciona­
das con el eje hipotálamo-hipofiso- 
gonadal del pollo nos vimos precisa­
dos a realizar en esta especie un mé­
todo que nos permitiera el trasplan­
te adenohipofisario en animales in­
tactos, para someterlos a la hipofi- 
sectomía 7 dias después. Como único 
recurso en nuestras manos, decidi­
mos realizar homotrasplantes y co­
mo órgano receptor utilizamos la cá­
mara anterior del ojo modificando 

técnicas utilizadas en mamíferos 
(Smith, 1939). Esta región tiene fácil 
acceso y los tejidos provenientes de 
animales de la misma especie pero 
no emparentados, pueden ser tras­
plantados aquí con poco riesgo de su­
frir el fenómeno de “rechazo”. (Me- 
dawar y Russel, 1958).

El resultado exitoso del método mo­
tivó esta publicación. En la misma se 
incluye la descripción de los cambios 
microestructurales sufridos por las 
glándulas trasplantadas 24 horas, 7 
días y 15 días después de la opera­
ción.

MATERIAL Y METODO

Como animales portadores se utili­
zaron 18 gallitos de raza Leghorn 
Blanca de aproximadamente 60 días 
de edad, anestesiados con pentotal 
sódico inyectado en la vena radial 
en dosis aproximada de 20 mg/kg. El 
grado de anestesia se consideraba óp­
timo cuando el estímulo por pinza- 
miento de la cresta sólo provocaba 
una débil respuesta del animal.

Inmediatamente los animales eran 
colocados en decúbito lateral izquier­
do y sujetados firmemente. Las in­
tervenciones en el ojo derecho fue­
ron las más favorables en razón de 
la comodidad de acceso para el ope­
rador.

Los animales donantes fueron po­
llos de la misma raza y línea de 15 
días de edad, los que fueron sacrifi­
cados por decapitación. Inmediata­
mente se les extrajo la adenohipófi- 
sis, la que fue sumergida en solución 
fisiológica para ser introducida por 
aspiración, con ayuda de una jeringa, 
en una aguja hipodérmica de bisel 
corto, de 1,5 mm de diámetro externo 
y 30 mm de longitud. El diámetro de 
la aguja deberá variar en razón di­
recta al tamaño de la adenohipófisis, 
a los efectos de evitar el daño del 
tejido por compresión en el interior 
de la aguja.

Una vez el animal anestesiado y en 
la posición indicada, se procedió a la 
separación de los párpados con la 
ayuda de un pequeño separador, el 

cual fue mantenido en posición co­
rrecta con la mano izquierda del ope­
rador y, sujetando firmemente la agu­
ja por el cono con la mano derecha, 
se la dirigió con su extremo afilado 
hacia el ángulo posterior del ojo con 
el bisel hacia el operador (fotogra­
fía 1), para ser así introducida en el

Fotografía 1

globo ocular (cámara anterior) a tra­
vés de la córnea, inmediatamente por 
dentro del borde esclero-corneal. La 
dirección que debe llevar la aguja a. 
partir de ese momento debe ser pa­
ralela al iris con el objeto de evitar 
su daño. Para vencer la resistencia 
que ofrece la córnea al pasaje de la 
aguja debe hacerse considerable pre­
sión sobre la mM» Por esta razón, 
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la mano que la sostiene debe perma­
necer firmemente apoyada con el fin 
de evitar la introducción exagerada 
y descontrolada de la aguja en la cá­
mara anterior, no debiendo sobrepa­
sar su extremo afilado el centro de 
esta región. Una vez lograda esta si­
tuación, con la ayuda de una sonda 
metálica, de diámetro igual al diáme­
tro interno de la aguja, se procedió 
a expulsar el tejido de la misma. De 
esta manera éste “caerá” en la cá­
mara anterior, flotando libremente; 
la aguja, entonces, deberá ser reti­
rada suavemente para evitar el arras­
tre hacia el exterior de la glándula 
trasplantada juntamente con el hu­
mor acuoso que escapa por la brecha 
abierta en la córnea.

La preparación del animal receptor 
y la introducción de la glándula en 
la aguja hipodérmica deben hacerse 
de manera simultánea con el objeto 
de abreviar el tiempo que transcurra 
desde la extracción de la adenohipó- 

fisis del donante hasta su transplan­
te. En ninguno de nuestros casos ex­
cedió los 3 minutas.

Con el objeto de evaluar la sobre­
vida del trasplante, la evolución del 
tejido glandular fue seguida macro y 
microscópicamente. Las observaciones 
macroscópicas consistieron en exáme­
nes diarios de la glándula en el ani­
mal vivo, a través de la córnea, con 
la ayuda de un microscopio de Ope­
ración Zaiss y se extendieron desde 
las 24 horas hasta los 15 días poste­
riores al trasplante. De los 18 pollos 
operados, 6 animales se destinaron 
al estudio microscópico, sacrificándo­
se 2 a las 24 horas, 2 a los 7 días y 
2 a los 15 días después del trasplan­
te. Las adenohipófisis fueron extraí­
das de Ja cámara anterior del ojo y 
fijadas en formol-sublimado, siendo 
procesadas posteriormente para su 
inclusión en parafina. Las secciones 
seriadas fueron teñidas con hemato- 
xilina-eosina, P. A. S.-hematoxilina y 
P. A. S.-orange G-azul de metilo.

RESULTADOS

Las observaciones macroscópicas 
revelan en la totalidad del lote ope­
rado que, dentro de las 24 horas pos­
teriores a la operación, el ojo inter­
venido readquiere sus características 
de normalidad: obturación de la so­
lución de continuidad de la córnea 
y recuperación del humor acuoso. El

Fotografía 2

tejido adenohipofisario tiene color 
blanquecino y permanece “flotan­
do” en el humor acuoso. Durante 
la primera semana el tejido tras­
plantado se fija al iris, adquiriendo 
una coloración rosada. Observando 
con pequeño aumento puede apre­
ciarse que pende del iris por un deli­
cado pedículo vascilar (fotografía 2). 
No se observa variación en el tamaño 
del órgano con excepción de 3 ani­
males, sobre un total de 16, en los 
que se observa una aparente dismi­
nución del tamaño de la glándula y 
ausencia de vascularización, por lo 
que fueron eliminados. Este aspecto 
es típico de los trasplantes de 7 días 
y a partir de este momento ya no se 
producen cambios macroscópicos des- 
tacables.

Microscópicamente, a las 24 horas 
posteriores al trasplante, la adeno­
hipófisis muestra células turgentes y 
signos de infarto masivo de la zona 
central. Solamente una franja perifé­
rica más o menos estrecha es respe-
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Fotografía 3 Fotografía 5

Fotografía 4 Fotografía 6
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tada después de su extracción, aun­
que en la totalidad de la glándula 
las células no han perdido su típica 
granulación (fotografía 3). Los capi­
lares sinusoides son difíciles de ob­
servar en el órgano.

Durante la primera semana el teji­
do trasplantado sufre importantes 
cambios, de acuerdo a lo observable 
microscópicamente a los 7 días. Aquí 
se puede apreciar que a partir de Ja 
zona periférica ha comenzado la pro­
liferación celular hacia la zona cen­
tral, infartada. Numerosos cordones 
radiales, con figuras de mitosis, si­
guen el trayecto de los sinusoides, 
que aparecen bien definidos y con 
células sanguíneas en su luz. Las cé­

lulas de la capa periférica no han 
perdido su granulación (fotogra­
fía 4).

Finalmente, a los 15 días el estu­
dio microscópico parece indicar que 
el proceso reparativo está próximo 
a su término. La zona infartada cen­
tral es mucho más pequeña o está 
reducida a pocos islotes de detritus 
celulares y ha sido reemplazada por 
células noviformadas a partir de la 
zona periférica. Es decir, que la di­
ferenciación de dos zonas claramen­
te demarcadas es muy difícil de reali­
zar ahora. Aún pueden apreciarse al­
gunas células con gránulos, especial­
mente en la periferia del órgano (fo­
tografías 5 y 6).

DISCUSION

El objeto fundamental de este tra­
bajo fue realizar un método que per­
mitiera efectuar trasplantes adeno- 
hipofisarios en animales intactos, de 
tal manera que los riesgos postope­
ratorios ocasionados por la subsecuen­
te hipofisectomía estén minimizados, 
permitiendo contar con animales con 
ectopias adenohipofisarias experimen­
tales.

De acuerdo a nuestros resultados, 
de los 14 animales restantes del lote, 
11 mostraron trasplantes exitosos a 
los 15 días de operados.

El análisis microscópico nos señala 
que el tejido adenohipofisario sufre 
un severo daño, debido a la supresión 
abrupta de la circulación, apreciable

24 horas después de efectuado el 
trasplante por una zona de infarto 
que en este tiempo se manifiesta. Pe­
ro que, poco después, durante la pri­
mera semana, se inicia un proceso re­
parativo a partir de una zona perifé­
rica de tejido glandular bien conser­
vado. Esta reparación se ve comple­
tada al cabo de los 15 días aproxima­
damente, momento en que sólo se 
aprecian pequeños islotes de tejido 
infartado, los que probablemente se 
resuelvan en una pequeña cicatriz 
conectiva.

La descripción detallada de los 
cambios citológicos escapa al obje­
to de este trabajo; éstos serán dados 
en una próxima publicación.

Agradecimiento: A Arbor Acres Argentina S. A. la provisión de los animales 
utilizados.
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RESUMEN

En el presente trabajo se evaluó la potencia gonadotrófica hipofi- 
saria y los pesos corporal, de la cresta, testicular e hipofisario de pollos 
de raza Leghorn Blanca desde los 15 a los 260 días de edad. Se observa 
un incremento de la potencia gonadotrófica relativa a partir de los 140 
días de edad que se eleva notablemente entre los 110 y 260 dias de edad. 
Este valor se compara con los correspondientes a los otros parámetros 
señalados.

EVOLUTION OF THE PITUITARY GONADOTROPHIC POTENCY IN 
COCKERELS FROM 15 TO 260 DAYS OF AGE

SUMMARY

In the present work is evaluate the pituitary gonadotrophic potency 
and the body, comb, testicular and hypophyseal weight of White Leghorn 
cockerels from 15 to 260 days of age. We observed an increase of the 
relative pituitary gonadotrophic potency from 140 days of age and 
between 110 to 260 days. This result is compared with the other refered 
parameters.
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ANTECEDENTES

La evolución de la potencia gona­
dotrófica de la hipófisis del pollo, 
desde los primeros días posteriores al 
nacimiento hasta la edad adulta, no 
ha recibido suficiente atención no 
obstante su importancia. Estos datos 
se hacen valiosos si se relacionan con 
otros parámetros, tal como el peso 
testicular.

Breneman (1945) determina la po­
tencia gonadotrófica de pollos de raza

Leghorn Blanca, desde el nacimiento 
a los 90 días de edad encontrando una 
íntima interrelación entre la activi­
dad secretoria adenohipofisaria y tes­
ticular en este período.

En este trabajo intentamos confir­
mar los resultados obtenidos por Bre­
neman (op. cit.) y extender las in­
vestigaciones en ese mismo sentido 
hasta los 260 días de edad.

MATERIAL Y METODO

Fueron utilizados machos de raza 
Leghorn Blanca de 15, 80, 110, 140 y 
260 días de edad, alojados en jaulas, 
sometidos a un régimen de ilumina­
ción de 14 horas L y 10 horas O. y 
alimentados “ad-líbitum” con una 
dieta standard. Los animales de los 
distintos lotes fueron pesados, deter­
minada el área de la cresta y luego 
sacrificados por decapitación.

Las hipófisis fueron pesadas e in­
mediatamente colocadas en acetona 
donde permanecieron por un lapso no 
menor de 60 horas. Dichas hipófisis

fueron luego llevadas a un desecador 
durante 7 días al cabo de los cuales 
se les trituró para obtener polvo seco 
el que fue suspendido en agua desti­
lada e inyectado a pollitos de 1 día de 
edad a los efectos de determinar la 
potencia gonadotrófica hipofisaria se­
gún el método de aumento del peso 
testicular propuesto por Breneman 
(1945) y modificado por Nahajo e 
Imai (1956).

Simultáneamente se obtuvieron va­
lores individuales del peso de la cres­
ta y peso testicular.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos están vol­
cados en las tablas 1 y 2. En ellas ob­
servamos un incremento ininterrum­
pido del peso corporal, desde 106 g. a 
los 15 días hasta 2.181 g. a los 260 
días de edad. Un resultado similar fue 
encontrado en el peso de la cresta.

En lo que respecta a los pesos tes- 
ticulares, es notable el incremento 
desde los 15 a los 80 días y desde los 
110 a los 140 y 260 días de edad, y si 
bien el peso testicular registrado a 
los 110 días es menor que a los 80 días 
de edad, este descenso no es estadís­
ticamente significativo (p > 0,5).

El peso hipofisario incrementa des­
de los 15 a los 110 días, permanece sin 
variante entre los 110 y 140 días y

aumenta nuevamente entre los 140 y 
260 días de edad.

En cuanto a la potencia gonadotró­
fica, ésta arroja valores por unidad 
de peso (C.U./mg. glándula, peso se­
co) similares a los 15, 80 y 110 días 
•de edad. Luego de esta edad hay un 
leve incremento a los 140 días el cual 
no es estadísticamente significativo 
(p > 0,1), pero a los 260 días de edad 
el aumento en la potencia gonadotró­
fica relativa (C.U./mg. seco, glándu­
la) se eleva notablemente siendo al­
tamente significativa la diferencia 
comparando su potencia con la de 
animales de 110 días de edad (p < 
0,001).
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TABLA 1 x

EVOLUCION DEL PESO CORPORAL Y DE LA CRESTA EN MACHOS

LEGHORN BLANCA DE 15 A 260 DIAS DE EDAD

— Los números entre

Edad en 
días

Peso corporal 
(Kg.) ± E. S.

Peso cresta 
(g.) ± E. S.

15 (25) 0,106 ± 0,003
80 ( 9 ) 1,060 ± 0,014 6,88 i 1,48

110 (13) 1,430 ± 0,050 13,1 ± 1,85
140 (8) 1,627 ± 0,141 25,4 ± 3,29
260 ( 6 ) 2,181 ± 0,050 115 * io,6

paréntesis indican cantidad de animales.

Los resultados mencionados presen­
tan algunas variaciones si se expre­
san en forma absoluta los valores de 
la potencia gonadotrófica (estimada) 
en unidades pollo por glándula (C.U.

/glándula). Es así que se tiene en­
tonces un incremento desde los 15 a 
los 260 días de edad con valores de 
0,84 C.U. a 10,1 C.U., respectivamente

DISCUSION

De acuerdo a los resultados la po­
tencia gonadotrófica hipofisaria rela­
tiva sufre un notable incremento a 
partir de los 140 días de edad. Este 
es gradual desde los 15 a los 260 días 
cuando estos valores se estiman en 
forma absoluta. Esto último es coin­
cidente con el aumento del peso tes­
ticular que incrementa paulatinamen­
te entre los 15 y 260 días de edad. El 
peso de la cresta incrementa entre 
los 80 y 260 días.

No existe correlación entre el peso 
testicular y la potencia gonadotrófi­
ca hipofisaria, lo que está en concor­
dancia con los resultados de Nelson, 
Norton y Nalbandov (1965), tanto pa­
ra la concentración como para el con­
tenido de LH hipofisaria. Estos datos 
son también coincidentes con los des- 
criptos por Brenemian (1945) para 

gonadotrofinas “totales” adenohipofi- 
sarias.

El análisis de la Tabla 2, señala un 
sostenido incremento del peso testicu­
lar a partir de los 110 días de edad. 
Este aumento de peso testicular no se 
acompaña de inmediato con un in­
cremento de peso adenohipofisario, 
no obstante aumentar en la misma el 
contenido y la concentración de go­
nadotrofinas, lo que sería un signo de 
activa síntesis y/o. bloqueo de la libe­
ración de estas hormonas. Una posi­
ble explicación de este fenómeno po­
dría ser dada por la influencia sobre 
la glándula de la elevación en el ni­
vel de secreción de andrógenos testi- 
culares, que explicarían a su vez el 
gran incremento en peso que sufre 
la cresta después de los 140 días de 
edad de los animales.
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ESTUDIO DE LOS PROTEINOGRAMAS NORMALES 
Y CONTRIBUCION AL DIAGNOSTICO CLINICO DE 
LA ANEMIA INFECCIOSA EN LOS EQUINOS POR 

ELECTROFORESIS EN PAPEL (*)

Por Fermín de Vega (O y Graciela M. Bade (* 1 2)

(*) Trabajo realizado en el Departamento de Ciencias Básicas, de la Facultad de Ciencias Veteri­
narias de la Universidad Nacional de La Plata.

(1) Doctor en Ciencias Químicas. Jefe de Trabajos Prácticos del Departamento de Físico-Química, 
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R E S V M E N

1) Fueron realizados los proteinogramas de 20 equinos normales 
y se calcularon los valores medios normales.

2) Posteriormente se efectuaron proteinogramas de 4 equinos con 
anemia infecciosa.

3) De la confrontación de los valores normales y patológicos sur­
gieron diferencias de significativa importancia en el estudio 
evolutivo de esta enfermedad.

PAPER ELECTROPHORETIC STUDIES OF NORMAL EQUINE SERUM 
AND EQUINE INFECTIOUS ANEMIA SERUM AS CONTRIBUTION 

FOR THE CLINIC DIAGNOSTIC.

SUMMARY

1. Proteinogrami of 20 normal equine serums and calculation of 
the normal average was performed.

2. Proteinogram of 4 animal serums with equine infectious anemia 
was realized subsequently.

3. Of the confrontation of normal and pathological values, 
differences of significative importance in the evolutive study 
of this disease were found.
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ANTECEDENTES

Vimos conveniente la aplicación de 
la electroforesis en los sueros de equi­
nos con anemia infecciosa, dada la 
necesidad de complementar el diag­
nóstico clínico con resultados del la­
boratorio que puedan dar una visión 
más amplia de la enfermedad en 
estudio.

Para poder relacionar los electrofe- 
rogramas obtenidos de animales en­
fermos con los normales que figuran

en la literatura, fue necesario que 
realizáramos nuestro patrón.

Los valores medios normales de las 
proteínas séricas de los equinos se ob­
tuvieron de animales sanos concu­
rrentes al Instituto de Hipología del 
Hipódromo de La Plata. Los casos de 
anemia infecciosa los suministró el 
Hospital de Clínicas de la Facultad 
de Ciencias Veterinarias de la Uni­
versidad Nacional de La Plata.

MATERIAL Y METODO

Las edades de los animales estudia­
dos oscilaban entre los 3 y 5 años.

En los casos patológicos se destaca­
ban en sus antecedentes inmediatos 
desmejoramiento del estado general 
con fiebre de tipo remitente y signos 
de anemia de 11 meses de evolución, 
síntomas que se intensificaban perió­
dicamente. En algunos de ellos se ha­
bían realizado análisis de laboratorio 
que revelaban anemia intensa y sig­
nos de infección urinaria.

En el momento de su internación 
presentaban mal estado general, sín­
drome febril acompañado de ane­
mia intensa y, en algunos, edema de 
patas y regiones bajas del cuerpo que 
en otros equinos se fue haciendo evi­
dente durante su internación.

Las corridas electroforéticas se 
ejecutaron en el equipo Elphor, ob­
servándose las precauciones ya cita­
das en el trabajo í1).

La cantidad de muestra sembrada 
fue de 0,01 mi. El dosaje de proteínas 
totales se hizo por la reacción colo- 
rimétrica del biuret usando el micro- 
método de Gornall modificado por 
David (2).

Empleamos papel Schleicher-Schull 
2043 B (120 g/cm2.) de 34 x 4 cm.

El tiempo de cada experiencia os­
ciló entre 16 y 17 horas, con mi vol­

taje de 90 voltios y una intensidad 
total de 11 mA.

Se usó la solución buffer de Miche­
lis cuya composición es la siguiente: 
Veronal ............................... 8,712 g.
Na. OH ................................ 11,893 „
CH3 COONa ....................... 6,476 „
HC1 0,1 N ........................... 60 mi.
Agua destilada .................. 1000 „

pH = 8,6
f. i. = 0,125

Para mantener aproximadamente 
uniforme la fuerza iónica del buffer, 
luego de cada corrida invertimos la 
polaridad de los electrodos y mantuvi­
mos constante el volumen de la so­
lución en la cuba, reintegrando con 
agua bidestilada el solvente evapo­
rado.

Las proteínas antes de ser teñidas 
se fijaron por acción del calor en 
una estufa a 100°C durante 30’.

Coloreamos las corridas con una 
solución de azul de bromofenol al 
1 mg. % (P/V) en solución saturada 
de CLaHg; el exceso de colorante se 
eliminó con una solución de ácido 
acético al 15 % (V/V), y con vapores 
de amoníaco se viraron totalmente a 
medio alcalino.

Los electroferogramas fueron obte­
nidos por densitometría en el equipo 
Analytrol con integrador automático.
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RESULTADOS

TABLA N<? 1. PORCENTAJES RELATIVOS DE CADA UNA DE LAS
FRACCIONES DE PROTEINAS SERICAS REALIZADAS SOBRE

20 EQUINOS NORMALES

(*) P. T., proteínas totales.

Suero
N9

P. T. 
«• %

Albúmina
Globulinas Relac.

A/Galfaj alfa2 beta gamma

1 7,80 49,0 3,3 12,7 12,0 23,0 0,940
2 8,40 50,0 4,6 11,4 11,0 23,0 1,000
3 8,40 44,0 3,5 12,4 13,1 27,0 0,960
4 7,80 34,5 4,9 13,8 16,6 30,2 0,530
5 7,00 34,4 5,0 13,6 16,8 30,2 0,530
6 6,00 44,0 3,9 12,0 13,0 27,1 0,960
7 7,00 49,0 4,0 12,0 12,0 24,0 0,940
8 7,80 42,6 4,5 13,8 16,2 22,9 0,740
9 8,20 42,4 5,4 13,4 14,8 24,0 0,735

10 7,40 49,0 3,3 12,7 12,0 23,0 0,960
11 7,80 50,0 4,6 11,6 11,0 23,0 1,000
12 6,00 44,0 3,5 12,4 13,1 27,0 0,960
13 7,20 34,5 4,9 13,8 16,6 30,2 0,530
14 7,50 42,6 4,4 13,9 16,1 23,0 0,740
15 7,40 42,4 5,6 13,2 14,0 24,8 0,735
16 6,80 49,0 4,0 12,8 11,0 24,0 0,940
17 7,00 50,0 5,0 11,8 10,0 24,0 1,000
18 7,10 49,0 5,0 11,0 11,0 24,0 0,960
19 7,80 42,4 5,8 13,0 14,0 24,8 0,735
20 7,00 50,0 4,6 11,4 11,0 23,0 1,000

1) En la tabla N<? 1, pueden ob­
servarse los porcentajes relativos nor­
males de las distintas fracciones de 
proteínas; a partir de ellos se hizo 
el cálculo de los valores medios con 
su desviación standard.

2) El trazado electroforético de un 
animal normal con la corrida respec­
tiva figura en el gráfico N9 1 y en 

el N<? 2 un caso con anemia infec­
ciosa.

3) Los electroferogramas corres­
pondientes a distintos casos de ane­
mia infecciosa se representaron en 
la tabla N<? 2, en ellas se compara­
ron separadamente los valores pato­
lógicos con el normal.
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GRAFICO N? 1

TRAZADO Y CORRIDA ELECTROFORETICA DE UN ANIMAL NORMAL

Vonaje: su; intensidad: 11 mA (0,43 mA/cm); uumcion: 16 hs.
Proteínas totales: 6,00 g % Relac. A/G 0,960

Diagnóstico clínico: estado normal

Especie: equina Fecha: noviembre 24 de 1969
Raza: P. s. C. Sexo: macho Edad: 4 años

Valores relativos

Albúmina .......................... 44,0 %

ai globulina  .............. 3,5 ”

a2 ”   12,4 ”

¡3 ”   13,1 ”
y ”   27,0 ”
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GRAFICO N<? 2

TRAZADO Y CORRIDA ELECTROFORETICA DE UN ANIMAL ENFERMO
Especie: equina. Fecha: noviembre 25 de 1969.

Raza: P. S. C. Sexo: hembra Edad: 3 años

Diagnóstico clínico: anemia infecciosa

Valores relativos

Albúmina ........................... 27,2 %
1 globulina ..................... 7,0 ”

2 ”   11,4 ”

0 ”   13,2 ”

y ” ..................... 45 2 ”

Voltaje: 90; Intensidad: 11 mA (0,45 mA/cm); Duración: 16 hs.

Proteínas totales: 7,80 g % Relac. A/G 0,375 
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TABLA N? 2. PORCENTAJES RELATIVOS DE LAS PROTEINAS 
SERICAS DE EQUINOS ENFERMOS DE ANEMIA INFECCIOSA 

COMPARADOS CON EL VALOR MEDIO NORMAL

Estado clínico P. T. 
g- %

Albúmina
Globulinas Relao.

alfa! alfa2 beta gamma A/G

Normal * 7,37 44,60 4,48 13,00 13,30 24,62 0,805

Desvio standard ±0,65 ±5,50 ±0,74 ±1,10 ±2,30 ±2,22 ± 0,213

Anemia infecciosa 7,80 27,2 7,0 11,4 13,2 45,2 0,375

»• » 7,50 27,0 5,4 11,0 14,3 42,3 0,370

7,25 27,8 4,3 11,5 13,5 42,8 0,385

7,80 28,5 6,0 11,2 13,2 41,1 0,398

CONCLUSIONES

1) Obtuvimos en las corridas de los 
sueros normales 5 fracciones; sus 
porcentajes relativos coincidieron con 
los comunicados recientemente por 
otros autores. Los datos citados por 
Rullier (3), son los más próximos a

los nuestros y figuran en la tabla 
N° 3. en cambio hubo divergencias 
con los hallados por Irfan (4), espe­
cialmente en el valor de la albúmina 
y gamma globulina y en la relación 
A/G.

TABLA N° 3. VALORES MEDIOS DE LOS PORCENTAJES RELATIVOS 
DE LAS DISTINTAS FRACCIONES DE PROTEINAS 

EXPRESADAS SEGUN LOS AUTORES

(*) Valores obtenidos en este trabajo.

Autores Año P. T.
R- %

Albúmina
Globulinas Belao.

A/Galfaj alfa2 beta gamma

Vesselinovitch, S. D. (6) 1959 38,4 a = 16,6 21,7 23,3 0,623
Irfan, M. (■») 1967 7,3 33,5 15,0 16,0 15,5 20,0 0,503
Rullier, O. (3) 1968 45,1 5,2 13,0 13,8 22,9 0,821
de Vega, F. (*) 7,37 44,60 4,48 13,00 13,30 24,62 0,805

±0,65 ±5,50 ±0,74 ±1,10 ±2,30 ±2,22 ±0,213

2) Establecimos como valores me­
dios normales del electroferograma 
los siguientes: albúmina 44,60 % 
(±5,50), globulinas alfai 4,48 %
(± 0,74), alfa2 13,00 % (± 1,10), beta 
13,30 % (± 2,30) y gamma 24,62 % 
(± 2,22), con un cociente A/G de 0,805 
(± 0,213) y proteínas totales de 7,37 
g. % (± 0,65).

3) Comparando el patrón anterior 
con el obtenido en la anemia infec­
ciosa se observó en esta hipoalbumi- 
nemia acentuada, un marcado au­
mento de la gamma globulina y en 
las demás fracciones no se vieron di­
ferencias significativas.
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ESTUDIO ELECTROFORETICO EN PAPEL SOBRE 
SUEROS DE BOVINOS NORMALES (*)

Por Fermín de Vega (l) y Graciela M. Bade (* 1 2)

(*) Trabajo realizado en el Departamento de Ciencias Básicas, de la Facultad de Ciencias Veterina­
ria» de la Universidad Nacional de La Plata.

(1) Doctor en Ciencias Químicas. Jefe de Trabajos Prácticos del Departamento de Físico-Química, 
de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata. Jefe de Trabajos Prácticos 
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RESUMEN

1) Se realizó el estudio electroforético sobre papel de suero de 29 
bovinos clínicamente normales de 2 y fe a 3 años de edad, de 
raza Aberdeen Angus y de ambos sexos.

2) Se detallaron estadísticamente los valores de las proteínas to­
tales y fraccionadas en albúmina y globulinas alfa, beta y gam­
ma. Además se registró la relación albúmina globulina (coefi­
ciente proteico).

3) Los valores obtenidos se compararon con los aportados por 
otros autores, llegándose a establecer resultados muy concor­
dantes.

PAPER ELECTROPHORESIS STUDY IN NORMAL BOVINE SERUM

SUMMARY

1. Electrophoretic paper study of 29 cliiv.caly normal bovine serums 
was realized. This work was perfomed in Aberdeen Angus 
bovine of 2y¿ - 3 years old and both sexs.

2. Statistical values of total proteins, alfa, beta and gamma glo­
bulins and their proteic coefficient was detailed.

3. Values concordant with other authors was obtained.



26 Analecta Veterinaria — Vol. II Nros. 1 - 2 y 3 Enero-Diciembre 1970

ANTECEDENTES

Luego de una exhaustiva consulta 
bibliográfica sobre los investigadores 
que estudiaron en nuestro país las 
proteínas séricas de los bovinos por 
vía electroforética, llegamos a la con­
clusión que debido al escaso número 
de trabajos realizados, existía la nece­
sidad de confirmar los valores nor­
males siguiendo una determinada téc­
nica, en la cual se tuvieran en cuenta 
todas las posibles variables que pu­
diesen tener influencia, a fin de re­

ducir a un mínimo el número de erro­
res cometidos.

Los sueros sobre los cuales se tra­
bajó los obtuvimos personalmente en 
el frigorífico Swift de La Plata, du­
rante el faenamiento y luego de una 
cuidadosa inspección del animal, para 
asegurarnos sobre su normal estado 
clínico.

La edad de los bovinos sacrificados 
oscilaba entre los 2 y y 3 años, 
siendo de raza Aberdeen Angus y de 
ambos sexos.

MATERIAL Y METODO

Para la ejecución de las corridas 
electroforéticas se empleó el equipo 
Elphor.

Previamente se aseguró el normal 
estado de cada una de las partes bá­
sicas del equipo. Comprobado el mis­
mo y para mayor control durante ca­
da experiencia se confirmó siempre 
la diferencia de potencial y la inten­
sidad de la corriente comunicada por 
la fuente.

La cantidad de muestra osciló al­
rededor de los 0,01 mi., dependiendo 
la misma del dosaje previo de las 
proteínas totales. El papel usado fue 
el Schleicher-Schull 2043 B (120 g/ 
cm.2) de 32 X 4 cm.

Las corridas se hicieron siempre 
en 6 tiras sembrando 3 muestras por 
duplicado.

El tiempo de cada experiencia es­
tuvo comprendido entre las 16 y 17 
horas, con un voltaje de 90 voltios y 
una intensidad de 11 mA. o sea de 
0,45 mA/cm. Trabajando con este vol­
taje e intensidad el efecto Joule se 
redujo a un mínimo y con el tiempo 
empleado las separaciones de las dis­
tintas fracciones fueron definidas. La

solución buffer empleada fue la de 
Michaelis constituida por:

Veronal (ácido dietilbar- 
bitúrico) ....................... 8,712 g.

NaOH ................................ 11,893 „
CHsCOONa ....................... 6,476 „
HC1 0,1 N ....................... 60 „
Agua destilada ................ 1000 „

pH = 8,6 
f. i. = 0,125

Las drogas tipo primario se pesaron 
directamente en balanza analítica, en 
cambio el hidróxido de sodio y el ácido 
clorhídrico fueron valorados y a partir 
de su título se calcularon exactamente 
las cantidades indicadas; el pH fue 
controlado con un peachimetro Knick.

Para mantener aproximadamente 
uniforme la fuerza iónica del buffer se 
invirtió luego de cada corrida la pola­
ridad de los electrodos (esto es posible 
siempre que ambos sean de platino); 
además se controló el volumen cons­
tante de la solución en la cuba, rein­
tegrándose con agua bidestilada el sol­
vente evaporado.

Otra forma de controlar la fuerza 
iónica fue midiendo la conductancia 
de la solución en un puente Philips 
GM 4249.

Las proteínas luego de la corrida y 
antes de teñirlas se fijaron por acción 
del calor en una estufa a 100°C duran­
te 30’ y fueron coloreadas con una so-
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lución de azul de bromofenol en con­
centración de 1 mg, % (P/V), en alco­
hol etílico de 96° saturado de ChHg 
El tiempo de tinción fue de 15’. El ex­
ceso de colorante se eliminó con una 
solución de ácido acético al 15 %,<, 
(V/V), en 6 baños consecutivos de 15’ 
cada uno.

Las tiras teñidas y viradas total­
mente a medio alcalino con vapores 
de amoníaco, fueron registradas por 
densitometría en el aparato Analytrol 
con integrador automático.

Para el dosaje de las proteínas tota­
les se usó el micrométodo de Gornall 
modificado por David (D.

RESULTADOS
Sobre 29 electroferogramas obteni­

dos de bovinos normales se efectuó 
el cálculo del porcentaje relativo de

cada una de las fracciones de proteí­
nas séricas. Los valores pueden ob­
servarse distribuidos en la tabla N? 1.

TABLA N° 1. PORCENTAJES RELATIVOS DE CADA UNA DE LAS
FRACCIONES DE PROTEINAS SERICAS REALIZADAS

SOBRE 29 BOVINOS NORMALES

(*) P. T., proteínas totales.

Suero
N9

P. T. (*) 
g- %

Albúmina Globulinas Relac. 
A/Galfa beta gamma

1 7,24 57,6 10,0 9,1 23,3 1,360
2 8,80 46,6 9,0 8,0 36,4 0,870
3 10,00 40,8 11,6 10,6 37,0 0,690
4 7,00 40,6 12,2 11,3 36,0 0,700
5 9,60 36,1 14,1 8,5 41,3 0,568
6 7,80 43,0 10,2 6,8 40,0 0,755
7 8,50 47,0 8,5 6,5 38,0 0,887
8 10,80 40,2 8,4 9,8 41,6 0,675
9 10,40 36,4 12,7 6,9 44,0 0,575

10 10,28 34,5 5,5 8,0 52,0 0,528
11 7,90 52,8 8,3 10,4 28,5 1,120
12 8,10 43,7 9,4 7,3 39,6 0,772
13 8,00 56,5 9,3 10,0 24,2 1,283
14 8,00 50,0 7,6 10,2 32,2 1,000
15 8,80 53,1 9,8 7,6 29,5 1,125
16 8,50 34,7 13,8 10,3 41,2 0,530
17 9,60 36,2 14,2 8,6 41,0 0,570
18 9,00 50,8 10,7 10,0 28,5 1,027
19 8,40 59,5 10,3 9,3 20,9 1,562
20 7,20 54,5 8,6 8,6 28,3 1,200
21 8,40 59,1 8,4 12,0 20,5 1,440
22 5,80 59,0 9,6 8,7 22,7 1,540
23 8,00 61,0 7,9 9,2 21,9 1,560
24 6,60 55,0 10,0 10,6 24,4 1,220
25 9,00 53,1 8,3 13,3 25,8 1,130
26 8,00 60,0 6,7 11,6 21,7 1,500
27 8,00 64,0 7,5 9,1 19,4 1,780
28 8,00 61,0 8,5 9,0 21,5 1,560
29 8,00 62,0 9,4 11,0 17,6 1,630
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A partir de las mismas se hizo el 
estudio estadístico, determinándose el 
valor medio de cada fracción y su

desviación standard. Los datos figu 
ran en la tabla N9 2.

TABLA N<? 2. VALORES MEDIOS DE LAS FRACCIONES DE PROTEINAS
SERICAS DE BOVINOS CON SU DESVIACION STANDARD

REALIZADAS SOBRE 29 CASOS

(*) X, inedia.

(**) G, desviación standard.

Fracciones x (*) a (**)

— Albúmina 50,4 % ± 9,2
Globulina alfa 9,4 „ ± 2,2

„ beta 9,4 „ * 1,6
„ gamma 30,8 „ ± 8,3

Proteínas totales 8,40 ± 1,05
Coeficiente proteico 1,068 ± 0,446



Analecta Veterinaria — Vol. II Nros. 1 - 2 y 3 Enero-Diciembre 1970 29

GRAFICO N9 1

TRAZADO Y CORRIDA ELECTROFORETICA DE UN SUERO NORMAL
Suero de bovino normal Fecha: 20 de diciembre de 1969
Raza: Holando Argentino Edad: 3 años

Albúmina .............................. 40,6 %

a globulina ......................... 12,2. ”

” ...................... 11,3 ”
y ” ...................... 36,0 ”

Valores relativos

Voltaje 90 Intensidad 9,75 mA (0,75 mA/cm.) Duración 16 hs.
Proteínas totales 7,00 Relac. alb./glob. 0,700
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TABLA N° 3 VALORES MEDIOS DE LOS PORCENTAJES RELATIVOS
DE LAS DISTINTAS FRACCIONES DE PROTEINAS

EXPRESADAS SEGUN LOS AUTORES

** 2 fracciones.

*** 3 fracciones.

Autores Año P. T. Albú­
mina

Globulinas Relac.
A/Galfa beta gamma

Boguth, W. (2) 1953 43,8 
± 2,9

13,7 
± 2,5

11,4 
' 1,6

12,4 15,7
± 1,5 0,779

Ebel, K. (3) 1953
37,5

± 1,4
13,4 

± 1,3
9,9

- 1,6
39,0 

± 2,4 0,640

Wehemeyer, P. (4) 1954 7,1 39,6 6,8 7,7 16,9 0,655
Bradish, et al. (5) 1954 7,0 46,6 22,9 30,5 0,872
Rooney, J. R. (6) 1957 52,0 13,0 11,0 9,0 15,0 1,083
Laborie, R. (7) 1958 52,2 13,5 ** 12,6 21,6 1,094

Venturoli, M. (8 ) 1958 43,4 
± 2,1

14,5 
± 1,5

13,5 
± 0,6

27,0 
± 2,5 0,769

Urroz, G. (9) 1958 38,6
10,8 7,0

± 1,1 ± 1,2
11,8 

± 1,9
31,8 

± 2,3 0,628

Boguth, W. et al. (10) 1959 45,3 11,6 ** 10,6 ** 31,5 ** 0,862

Perk, K. et al. (11) 1959 46,3
± 2,4

11,4 
± 0,8 14,0 29,3 

± 2,7 0,828

Sainz Sainz, et al.. (12) 1959
43,5

± 2,4
14,6 ***

± 2,4
13,5 **

± 1,9
12,7 15,7

± 1,3 ± 1,5 0,769
Vesselinovitch, S. D. (13) 1959 42,5 11,5 12,6 33,4 0,739
Masselin, J. N. et al. (14) 1961 8,53 43,4 12,0 14,1 30,5 0,766

Mazzini, C A. et al (15) 1961 42,2 
± 6,9

12,6 
± 5,1

17,3
± 4,4

14,7 13,2
± 4,3 ± 4,8

0,760
± 0,240

Garrido Contreras, A. (16) 1967 7,85 
± 0,10 41,8 11,7 15,5 30,7 0,720

Irfan, M. (17) 1967 7,16 43,1 11,0 12,0 33,9 0,756
Rullier, J. et al. (18) 1968 7,8 31,9 16,8 12,9 38,4 0,469
de Vega, F. 1969 8,40

± 1,05
50,4 

± 9,2
9,4 

± 2,2
9,4

± 1,6
30,8 

± 8,3
“17068
± 0,446

CONCLUSIONES
Se detallaron los valores obtenidos 

por otros autores y los hallados en 
este trabajo en la tabla N° 3. De su 
confrontación se dedujo lo siguiente:

a) El porcentaje de albúmina ha­
llado fue discretamente superior al 
referido por otros.

b) Los valores de las globulinas alfa 
y beta se encontraron ligeramente 
por debajo de los anotados en la bi­
bliografía.

c) En cuanto a la gamma globu­
lina, los resultados concordaron te­
niendo en cuenta el margen de error 
en cada caso. La gamma globulina 
se expresó como la suma de la que 
algunos autores llaman gammai y 
gamma2, dado que si bien en el elec- 
iroferogram,a se observó un débil pi­
co de separación, se consideró con­
veniente expresar la suma, debido a 
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que no existe una verdadera defini­
ción electroforética.

d) Dado que cada autor usó una 
técnica algo distinta fue necesario 
comparar nuestro trabajo con el que 
siguiera etapas básicas semejantes. 
Así encontramos con gran satisfac­
ción el trabajo realizado por Rooney 
(6), cuyos resultados se asemejan a 
los de este estudio.

Finalmente se establecieron como 
porcentajes relativos normales de las 
distintas fracciones de proteínas, los 
siguientes: albúmina 50,4 % (— 9,2), 
alfa globulina 9,4 % (— 2,2), beta glo­
bulina 9,4 % (± 1,6) y gamma globu­
lina 30,8 % (- 8,3). El coeficiente 
proteico fue de 1,068 (* 0,446) y las 
proteínas totales de 8,40 % (* 1,05).
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RESUMEN

Se describe el aislamiento y mantenimiento de células L-R.
Las células L-R resultan de la infección solitaria de una partícula 

viral de virus de Sarcoma de Rous, parcialmente defectiva, a una célula 
susceptible, en ausencia de infección simultáneamente por un virus 
ayudante o asociado.

IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF LEUCOSIS/SARCOMA 
GROUP OF VIRUSES

I. Isolation and maintenance of L-R cells

SUMMARY

The islolation and maintenance of the L-R cells was described.
L-R cells are the result of a solitary infection of a single Rous 

Sarcoma partially defective particle, to a susceptible cell in the absence 
of a simultaneous infection by an helper virus.
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ANTECEDENTES

Virus Tumorales Aviares Defectivos
H. Temin en 1963 (20) y Hanafusa 

en 1963 (5), demostraron las caracte­
rísticas defectivas de la cepa Bryan 
High Titer de Virus de Sarcoma de 
Rous. Entiéndase por defectividad la 
pérdida de alguna de las funciones 
vitales que impiden la producción de 
partículas virales completas.

Cuando un fibroblasto de embrión 
de pollo es infectado con una sola 
partícula viral defectiva de virus de 
Sarcoma de Rous, se transforma y 
comienza a dividirse, formando focos 
de células redondeadas y retráctiles. 
Sin embargo, no se registra produc­
ción de virus infeccioso similar al vi­
rus infectante. Por esta razón, en au­
sencia de producción de virus detec­
table, fueron llamadas non producer 
cells, células no productoras o simple­
mente NP.

La sobreinfección de estas células 
NP con cualquiera de los virus del 
grupo Leucosis/Sarcoma, da lugar a 
la producción de partículas virales 
infecciosas, correspondientes a la 
multiplicación del virus de leucosis, 
llamado en este caso ayudante, por la 
síntesis de su envoltura externa.

La propiedad atribuida al virus 
ayudante, es la habilidad de proveer 
durante la infección a la célula NP, 
de la cubierta externa al virus de 
Sarcoma de Rous defectivo, produ­
ciéndose la salida de ambos; pero el 
virus de Sarcoma de Rous defectivo 
poseerá ahora las mismas caracterís­
ticas antigénicas que su virus ayu­
dante, pues de él tomará su cubierta 
externa y, por lo tanto, sus caracte­
rísticas antigénicas de tipo.

La actividad del virus ayudante en 
la síntesis de virus completo de Sar­
coma de Rous defectivo, es la base 
del .test de células NP o L-R descrip­
tas en este manuscrito.

La presencia de Virus de Rous Aso­
ciado (RAV) (Rous Associated Virus) 
en los stocks de Virus de Sarcoma de 
Rous, explica la necesidad de las par­

tículas defectivas de Virus de Sarco­
ma de Rous, de proveerse de la ayuda 
necesaria para la multiplicación com­
pleta de la partícula viral.

El virus ayudante es necesario en 
los períodos finales de la síntesis vi­
ral, Hanafusa 1964 (6) y Vogt 1964 
(83). Las células no productoras (L- 
R) no contienen antígenos de tipo, 
pero sí se transforman. Cuando el vi­
rus ayudante es adicionado a la pre­
paración, aparecen los antígenos de 
tipo, del virus ayudante a nivel de la 
membrana celular. Los virus de Sar­
coma de Rous que adquieren sus an­
tígenos específicos de tipo, de su vi­
rus ayudante, son, conocidos como 
Pseudotipos. Este antígeno de tipo, es 
adquirido por el pseudotipo de RSV, 
no por la síntesis de.su genome sino 
obedeciendo a la síntesis del genome 
del virus ayudante e integrado a su 
cubierta externa, por mezcla fenotí- 
pica.

r _,La ausencia de producción de virus 
infeccioso por parte de las células 
NP, ha sido recientemente sujeta a 
una extensiva reevaluación.

Por estudios de microscopía electró­
nica, se observa la presencia de par­
tículas virales semejantes a la del 
grupo Leucosis/Sarcoma (Duogherty 
y Di Stéfano, 1965 (3), Courrington y 
Vogt, 1967 (1).

Estas partículas son capaces de in­
fectar activamente células suscepti­
bles, Weiss 1967 (25), Vogt 1967 (24), 
y se las llama RSV (0) por su inusual 
susceptibilidad de hospedador.

Los virus RSV (0), tienen una muy 
limitada especificidad de hospedador 
y no poseen relación antigénica con 
ninguno de los cuatro subgrupos de 
virus del grupo Leucosis/Sarcoma. Los 
distintos clones de células denomina­
das ahora L-R pueden producir dos 
tipos de RSV (0) llamados alfa y be­
ta. El primero no posee hospedador 
susceptible y el segundo es fácilmen­
te identificable por su capacidad de 
producir efectos citopatológicos en 
fibroblastos de embrión de perdiz y 

de.su
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producir interferencia con los miem­
bros del subgrupo B.

El descubrimiento de RSV (0) de­
muestra por lo tanto que el Virus de 
Sarcoma de Rous, no es completa­
mente defectivo.

Replication de virus de Sarcoma de 
Rous no defectivo en células L-R

En una revisión extensiva de la ul- 
traestructura de células (fibroblastos 
de embrión de pollo) infectadas con 
una partícula defectiva de Virus de 
Sarcoma de Rous, células conocidas 
como NP Dougherty y Di Stéfano en 
1965 (3), demostraron la existencia de 
partículas virales similares a las par­
tículas del tipo C de los virus del 
grupo Leucosis/Sarcoma.

El número de partículas virales en 
células NP es significativamente me­
nor en células infectadas con multi­
plicación activa de virus, Courrington 
y Vogt 1967 (1), confirmado luego por 
Hagueneau y Hanafusa en 1968 (4).

Empleando métodos químicos, Ro­
binson 1965 (15), demuestra la pre­
sencia de partículas virales en culti­
vo de tejido. Células NP en su fase 
activa de desarrollo, crecían en un 
medio con Timidina tritiada (3H) y 
el virus eliminado, presentaba una 
constante de sedimentación, similar 
a la del virus de Sarcoma de Rous 
infeccioso.

El RNA extraído de esta prepara­
ción sedimentaba al mismo gradien­
te que el virus de Sarcoma de Rous 
infeccioso. La cuantificación confir­
mó los resultados de Dougherty 1965 
(3) y Courrington y Vogt 1967 (1), ya 
que la síntesis viral correspondía al 
50 % del que una célula normalmente 
infecciosa produciría.

Las partículas recogidas del fluido 
sobrenadante, concentradas, produje­
ron formación de focos caracteristi- 
cos en cultivo de tejido, Weiss 1967 
(25), demostración que finalmente 
confirmó que el virus de Sarcoma de 
Rous no es defectivo.

Vogt en 1967 (24) aclara la confu­
sión creada entre las propiedades de­
fectivas del virus de Sarcoma de Rous. 

Las partículas virales producidas por 
las células NP son llamadas RSV (0) 
para demostrar su independencia de 
virus Helper y poseen además una 
especifidad de hospedado! muy par­
ticular y, al contrario de los demás 
subgrupos virales, la producción de 
focos en células C/O es altamente in­
eficiente. No es infeccioso, para C/B 
y C/AB. Sin embargo, es infeccioso en 
C/A y escasas C/O. El hospedador de 
elección es el cultivo de fibroblastos 
de embrión de perdiz (Japanese 
Quail).

Por todas estas características RSV 
(0) no pertenece a ninguno de los 
cuatro subgrupos anteriormente des- 
criptos, ya que es infeccioso en C/A y 
C/O (escaso), mientras que los demás 
subgrupos virales poseen una eficien­
cia considerablemente mayor en C/O. 
Esta última característica, la de in­
fectar sólo una pequeña proporción 
de C/O en cultivo de embriones in­
dividuales sugeriría una cierta selec­
tividad dentro de las células C/O, ya 
que es lógico deducir que todas las 
células de un mismo embrión posee­
rán el mismo fenotipo, celular.

La cantidad de RSV (0) producido 
por las células NP, es muy pequeña, 
del orden de 104 a 105 por cada 106 
células NP. Sin embargo, son permea­
bles al tratamiento con policationes 
(DEAE-dextran), Hanafusa y Hana­
fusa 1968 (7).

La descripción de Virus de Sarco­
ma de Rous como defectivo, fue ela­
borada en conocimiento de su inca­
pacidad de formar su cubierta exter­
na al infectar una célula susceptible, 
siendo entonces necesaria la presen­
cia de un virus ayudante para su sa­
lida. Si el virus de Sarcoma de Rous 
produce un virus de características 
antigénicas diferentes, pero que es 
infeccioso para un tipo celular dis­
tinto al de su progenitor y se multi­
plica sin la ayuda de un virus ayu­
dante, no ha perdido ninguna función 
vital y no es defectivo.

El rol del virus Helper sería el de 
extender la susceptibilidad de hospe­
dador del virus de Sarcoma de Rous 
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agregándole algunos determinantes 
a la estructura externa del mismo.

Resulta pues incorrecto utilizar el 
término defectivo para el virus de 
Sarcoma de Rous. Es inapropiado ade­
más, calificar de No Productoras a cé­
lulas que evidentemente producen vi­
rus infeccioso.

Hanafusa y Hanafusa sugieren en 
1968 (7), cambiar la nomenclatura pa­
ra las células NP y utilizando como 
modelo la terminología de bacterió­
fago, las denominan L-R (Leucosis 
negative Rous Cell).

No hay mayores diferencias entre 
las distintas variantes de virus de 
Sarcoma de Rous, en cuanto a su de- 
fectividad y parecería recomendable 
considerar a este virus como repre­
sentado por una serie de variantes 
con diferentes susceptibilidades de 
hospeda dor.

Variantes
La mayor parte de las L-R produ­

cen virus infeccioso para C/A o célu­
las de embrión de perdiz, el resto no 
produce efecto citopatológico visible, 
Hanafusa y Hanafusa 1968 (7) y 1969 
(8); Weiss 1969 (26-27).

Entre un cierto número de clones 
aislados de C/O infectados con BH- 
RSV-RAV-1, el 90 % de los clones 
producidos elabora RSV (0), con una 
susceptibilidad de hospedador similar 
a la descripta anteriormente. Sin em­
bargo, un 10 % de los clones restan­
tes no produce RSV (0) detectable 
por infectividad en ningún medio de 
todos los testados (aves, células, mem­
brana corioalantoidea) aun en pre­
sencia de agentes que facilitan la 
penetración celular (policationes) . 
Cuando estos clones crecen en pre­
sencia de Timidina tritiada (3H), las 
partículas virales eliminadas poseen 

un coeficiente de sedimentación en 
sacarosa, similar al virus de Sarcoma 
de Rous infeccioso.

Estas características establecen una 
clara diferenciación entre estas dos 
variantes, a la primera de las cua­
les, infecciosa para perdiz y C/A, se 
la denomina RSV (0) beta, y L-R be­
ta las células L-R de donde provie­
nen. En el segundo caso, al RSV (0) 
producido por clones que no mani­
fiestan efecto citopatológico, se lo de­
nomina RSV (0) alfa y los clones L-R 
de donde proviene L-R alfa.

Cada uno de los clones de L-R pro­
duce virus con las mismas caracterís­
ticas durante todo el período en qiue 
son testados, aun con la superinfec- 
ción de estos clones con RAV-1, el 
pseudotipo viral producido será BH- 
RSV-RAV-1, si este virus es inocula­
do en C/O, y reaislado en clones de 
L-R, éstos serán 100 % productores 
de RSV (0) beta si el clon original 
era L-R beta; pero si el clon de L-R 
activado poseía características de L-R 
alfa, los clones reaislados luego de la 
activación con RAV 1 y clonado se­
rán 80 % L-R alfa y 20 % beta.

El primer ejemplo es una clara in­
dicación de la dependencia viral de 
la célula, como determinante del ti­
po viral producido, no así en el se­
gundo casó, en el que RAV 1 interac­
cionaría con el genome celular, favo­
reciendo la aparición de una nueva 
variante viral.

Recientemente Hanafusa 1970 (8), 
demuestra la influencia celular en 
producción de variantes virales, con­
siderándose nuevamente al hospeda- 
doi' como elemento importante en 
los mecanismos de multiplicación vi­
ral y no sólo el medio en el cual el 
virus puede replicarse y expresarse.

MATERIAL Y METODO
Origen del stock de virus

BH-RSV-RAV-1, obtenido por clo­
nado de material tumoral inoculado 
en monoeapa de fibroblastos de em­
brión de pollo de características fe- 
notípicas C/O, propagado en mono- 

capa de fibroblastos de embrión de 
pollo C/B, reclonado y propagado por 
pasaje de células en CZO, colectando 
el fluido sobrenadante a los 3-5-7 días 
postinfección.
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La purificación del material viral 
se realizó de acuerdo a la técnica 
Moloney 1960 (11).

Titulado por la formación de focos 
de monocapas de fibroblastos de em­
brión de pollo C/O, el título del ma­
terial viral es de lxlO6 FFU (Unidad 
Formadora de Foco) por ml., Pur­
chase y Okazaki 1964 (13). En el caso 
de aislamiento de NP se utilizaron 
diluciones logarítmicas de base 2 a 
partir de una concentración de 100 
FFU por placa.

Las aves utilizadas para la produc­
ción de tumores, en el material ori­
ginal, provenían del programa SPF 
(grupo de aves mantenidas en con­
diciones de aislamiento), a fin de 
evitar contaminación con otros sub­
grupos de virus durante el período 
experimental (6 semanas).
Suero Hiperinmune

Obtenido por inoculación de BH- 
RSV-RAV-1, (400-4000 FFU) en el te­
jido subcutáneo del ala, en aves de 
16 semanas de edad de línea 15 I.

Reinoculadas 3 semanas después 
con BH-RSV-RAV-1 (4000-40000 FFU) 
por vía endovenosa. Sangrados 7 días 
más tarde y titulados por el método 
de neutralización en placa.

Las aves utilizadas provienen del 
grupo SPF y se mantienen durante 
el término de la experiencia en es­
trictas condiciones de aislamiento, 
para evitar contaminaciones con otros 
virus y contar así con un suero mo­
novalente altamente específico.
Inoculación en membrana corioalan- 

toidea
En embriones de 7 días de edad, se 

practicó inoculación en membrana 
corioalantoidea (CAM), según la téc­
nica descripta por Keogh 1938 (10).

La cantidad y calidad del inoculo, 
fue variable, de acuerdo al diseño 
experimental.

Se utilizaron embriones de 4 días 
de desarrollo de Línea 6, C/O, Lí­
nea 7 C/AB, Línea 1900. C/O, Línea 
100, C/A, C/B y C/AB y embriones de 
perdiz (Japanese Quail).

Luego de inoculados, se mantienen 
en incubación por 13 días y se efec­

túa la lectura de los pocks en mem­
brana corioalsntoidea, a los 18-20 
días.

Inoculación en Perdiz (Japanese
Quail)
Perdices (Japanese Quail) obten’- 

das, por gentileza del Poultry Dc- 
partament, Michigan State Univer­
sity, provenientes de una poblad ón 
heterogénea pero de buenas condi­
ciones sanitarias.

Se inoculan en el ala con suspen­
siones virales a los dos días de edad.

Durante todo el período experimen­
tal (4 semanas) se mantienen en ais­
ladores de tipo Horsfall.

Los embriones que se utilizan en 
cultivo de tejidos, son procesados en­
tre 7-9 días de vida embrionaria.

Cultivo de células
Embriones de 10 días de edad, pro­

venientes de las líneas del programa 
SPF, (RIF-COFAL-NP), de las distin­
tas líneas de pollos mantenidas en 
este laboratorio y de acuerdo al fe­
notipo utilizado.

Para el aislamiento de células NP 
se utilizaron cultivos de fibroblastos 
de embrión de pollo de fenotipo C/O.

Los cultivos de fibroblastos de em­
brión de pato, fueron procesados a los 
11 días de vida embrionaria y pro­
vienen de parvadas comerciales.

Todas las células primarias, se plan­
tean en placas de 150 x 25 mm, de 
donde se originan las secundarirs 
que se utilizaron a lo largo de todos 
los modelos experimentales.

Medios de Cultivo
Solución Stock

Medio 199; Morgan lOx, con 1-glu- 
temina, sin NaHCOa.

Mezcla Nutriente FIO, lOx (Hanks) 
con 1-glutamina, sin NaHCO3.

Caldo Triptosa Fosfato, (TPB) 29.5 
gm de TPB deshidratada (Difeo) en 
c.s.p. 1.000 cc de agua destilada, es­
terilizada en autoclave.

Penicilina/Estreptomicina; 1.000.000 
unidades por mililitro.

Micostatin; 50 unidades por mili­
litro.
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Aislamiento, Propagación y Preserva­
ción de las células L-R

Aislamiento:

Co-cultivos de fibroblastos de em­
brión de pollo secundarios y fibro­
blastos de embrión de pato secunda­
rios, en una proporción de 1/100 a 
1/300, se siembran en placa de petri 
de 60 x 15 mm, en una concentrac'ón 
de 1.2 x 106 células por placa; son 
infectadas con 0.2 mi de BH-RSV- 
RAV-1 en idilucicnes logar í mi c s de 
base 2 a fin de obtener de 1-50 focos 
por placa.

Se mantienen en incubación en cá­
mara húmeda a 379C o 40^0 con 5 
por ciento de CO2. Luego de 16 horas 
el medio de crecimiento es reempla­
zado por una monocapa de agar con 
antisuero específico. A los 4 días 
post-inoculación se cubren con una 
nueva monocapa de agar.

En el período transcurrido entre el 
primer día post- infección y la se­
gunda monocapa de agar, puede adi­
cionarse lee de una dilución 1/10 de 
suero específico anti-BH-RSV-RAV-1.

Se'ección

A los 6 días post-infección, los 
focos aparecen característicos al mi­
croscopio y comienzan a ser macros­
cópicamente visibles a los 9 días.

La primera selección se realiza en 
base a la cantidad de focos por pla­
ca, de preferencia las que poseen de 
1-10 focos por placa, seleccionando 
los que muestran mejor desarrollo, 
con centros no degenerados, bordes 
netos y sin focos satélites.

Clonado

Empleando un sacabocado estéril 
(uno por cada clon) se corta el egar 
y se circunscribe el foco a clonar. Con 
una pipeta Pasteur y vacío se elimina 
el agar por succión. Si el foco es fir­
me, permanecerá adherido a la pla­
ca; en caso que quede adherido al 
agar se pone directamente este agar 
con las células del foco en uñ tubo 
con 0.5 de suero de ternero.

Para remover el foco de la placa, 
se deja caer una gota de tripsina 1 % 
diluida 1/20 o 1/50, cuidadosamente 
y usando una pipeta por cada orifi­
cio. Este procedimiento puede obviar­
se y remover las células directamente 
por raspado con una pipeta y la ayu­
da de PBS. En caso de utilizar trip­
sina, las placas se mantienen en in­
cubador a 37? hasta observar que las 
células comienzan a redondearse. En­
tonces, con una pipeta Pasteur y con 
la ayuda de una pipeta de goma, se 
succiona y expele cuidadosamente 
tratando de levantar la mayor canti­
dad de células posibles y el contenido 
de la pipeta se vierte en tubos conte­
niendo suero de ternero (0.5 cc) re­
frigerados en baño de hielo.

Propagación

Las células clonadas en la forma 
anterior se co-cultivan con fibroblas­
tos de embrión de pato secundarios 
en placas de 60 x 15 mm, una placa 
para cada uno de los focos clonados. 
Se emplea medio de crecimiento. A 
las 24 horas se cambia el medio de 
crecimiento por medio de manteni­
miento.

Los cultivos se mantienen bajo 
control constante, cambiando el me­
dio de mantenimiento cada 48 horas, 
y controlando el crecimiento de las 
células clonadas.

Los clones que manifiestan un cre­
cimiento rápido, son replateados en 
co-cultivos con fibroblastos de em­
brión de pato secundario a una placa 
de 20 x 100 mm (3 x 106 fibroblastos 
frescos secundarios de pato), si el 
crecimiento es bueno; en caso con­
trario el cultivo mixto se hace en una 
placa de 60 x 15 mm con 1 x 106 
fibroblastos de embrión de pato se­
cundarios.

Las placas que no muestran buen 
crecimiento, que demuestran creci­
mientos aberrantes, se descartan in­
mediatamente. En cada pasaje se to­
ma muestra del cultivo de tejido so­
brenadante, para testar por produc­
ción de virus infeccioso. El test puede 
realizarse en CAM o en fibroblastos 
de embrión de pollo secundarios C/O.
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Los pasajes se realizan cada tres o 
cuatro días, adicionando una porción 
de fibroblastos de pato secundarios 
en cada pasaje, e incrementando el 
número de placas sembradas.

Luego de 4 pasajes, los que mues­
tran mejores características de cre­
cimiento, pureza, velocidad de mul­
tiplicación y no son productores de 
RSV infeccioso y detectable por CAM 
o fibroblastos de embrión de pollo, 
se seleccionan definitivamente como 
L-R stock.

Preservación
Los clones así seleccionados, pue­

den usarse inmediatamente o bien 
preservarse, por congelación en Ni­
trógeno líquido.

Se tripsinizan con Tripsina 0.025 %, 
se centrifugan y resuspenden en me­

dio de . crecimiento, se cuentan y. se 
diluyen con medio de congelamiento 
a una concentración del doble de la 
final, bajo agitación permanente y 
en baño de hielo. La concentración 
final se mantiene en 5 x 106 a 1 x 10’.

Como el DMSO es muy tóxico para 
las células, las ampollas deben ser 
cerradas inmediatamente para no 
perder viabilidad celular, y se conge­
lan a 1°C por minuto, hasta alcanzar 
—70°C; luego se transfiere a Nitró­
geno líquido. En el proceso de con­
gelamiento, se utilizó el Linde BF-4 
Biological Freezing Equipment que 
produce un descenso controlado elec­
trónicamente de 1°C por minuto, o 
recipientes metálicos con interior ce 
asbesto en refrigeradoras de — 70°C y 
luego de 16 horas se efectúa la trans­
ferencia a Nitrógeno líquido.

RESULTADOS

Aislamiento de Células L-R:
Fibroblastos de embrión de pollo 

de características fenotípicas ,C/O y 
fibroblastos de embrión de pato, en 
proporción de 1/100, procesados co­
mo células secundarias, tal como se 
detalla en Material y Método, fue­
ron plateados en placas de Petri de 
60 x 15 mm (Falcon) en número de 
1.2 x 106 células por placa, se man­
tuvieron por 24 horas con 4 cc de 
medio de crecimiento para CEF en 
incubación a 37°C en atmósfera de 
CO2 controlada. Pasadas 24 horas, al 
obtenerse un buen cultivo en mo- 
nocapa, se seleccionaron las mejores 
placas y se inocularon con BH-RSV- 
RAV-1, en diluciones de base 2, a fin 
de obtener aproximadamente 50, o 
menos Unidades Formadoras de Fo­
cos por placa. El inoculum se mantie­
ne por 45’, re lavan las células de la 
monocapa con PBS y se adiciona una 
capa de agar con antisuero. La se­
gunda capa de agar se aplicó a los 
4 días post-inoculación. Se controla­
ron las placas diariamente a fin de 
observar el desarrollo de los focos 
y su selección. A diez días se procedió 
al clonado d las células transfor­
madas, y se cocultivaron con fibro­

blastos de embrión de pato en placas 
de 60 x 15 'mm (1 x 10° por placas). 
Se mantuvieron en este primer pasa­
je hasta tanto las células L-R re­
presentaron un 10 % del cultivo to­
tal. Luego de lo cual se pasaron en 
un segundo pasaje a un cultivo mixto 
de fibroblastos de embrión de pollo 
C/O y fibroblastos de embrión de pa­
to en placas medianas, con una can­
tidad total de 5 x 106 células por 
placas. El sobrenadante obtenido del 
primer pasaje se testó por inocu­
lación en membrana corioalantoidea 
de embrión de pollo C/O y por inocu­
lación en fibroblastos de embrión de 
pollo C/O.

Los sucesivos pasajes se realizaron 
en la forma descripta para el segun­
do, analizando luego de cada pasaje 
el líquido sobrenadante de los clones 
en forma individual en CAM y en 
fibroblastos de embrión de pollo C/O. 
Los resultados se tabulan en Tabla 
N° 1.

El análisis del fluido sobrenadante 
resultó positivo desde el primer pa­
saje, en ambos sistemas' de test.

Resultó ligeramente más susceptible 
membrana corioalantoidea que Fibro­
blastos de embrión de pollo, esto yQ 
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ha sido publicado anteriormente, 
Crittenden, Reamer y Okazaki 1967 
(2), pero en el segundo pasaje ya no 
hubo distinción en la susceptibilidad 
entre los dos sistemas debido a un 
incremento en la producción de RSV- 
RAV-1.

El paso siguiente consistió en de­
terminar el origen de la contamina­
ción con Virus Asociado de Rous, que 
produjo la activación del virus de­
fectivo. Dos hipótesis se testaron: la 
primera, la posibilidad de que las cé­
lulas empleadas para el clonado es­
tuvieran contaminadas con RAV (o 
LL) que como se sabe se transmite 
en forma congénita a través del em­
brión, y la segunda, una falla en la 
actividad del suero neutralizante.

Para testar la primera de las hipó­
tesis se tomó una muestra de fibro­
blastos de embrión de pollo del mis­
mo origen (preparado a partir del 
mismo cultivo original y congelado 
en Nitrógeno como control y se propa­
gó por tres pasajes sucesivos; se con­
geló con CO2 y acetona y descongeló 
tres veces, para romper las membra­
nas celulares y dejar en libertad 
las posibles partículas virales; se cen­
trifugó a 2.000 g por 18 minutos para 
eliminar restos celulares y el sobre­
nadante se centrifugó nuevamente a 

4°C por 45 minutos a 45.000 g; se 
resuspendió el pellet en citrato de 
potasio 0.05 M, y se inocularon célu­
las L-R (línea 25) de características 
de activación específica y ya con­
trolada. El resultado fue negativo, 
como era de presumir, pues los em­
briones provienen del grupo SPF son 
testados dos veces al año, por la 
existencia de anticuerpos o virus de 
LL, a los que resultaron negativos. 
Por lo tanto, no es posible la trans­
misión vertical de la enfermedad.

La segunda hipótesis parecía más 
factible, pues es muy raro que una 
contaminación con Virus Asociado de 
Rous durante la propagación pudiera 
ocurrir en todas las placas al mismo 
tiempo cuando, como en estos casos 
se extreman las medidas para evitar 
contaminación con virus del grupo 
Leucosis Sarcoma. Retestadas las pro­
piedades neutralizantes, lo que se su­
pone como causa del efecto ante­
riormente mencionado) se observó una 
pérdida de título. Además el pseu- 
dotipo BH-RSV producido por todos 
los clones correspondió al subgrupo 
A, por inoculación en fibroblastos de 
pollo de distintas características fe- 
notípicas, tal como se detalla en ta­
bla 1 (última columna, RSV pseudo- 
tipo).
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TABLA N<? 1 %

PRIMER AISLAMIENTO DE L-R

Scores de 1-20 % de acuerdo al ciecimiento de L-R)

N9 de Clon Dilución 
de virus

Primer pasaje 
L-R CAM CEF

Segundo pasaje 
L-R CAM CEF

Tercer pasaje 
L-R CAM CEF

RSV
Pseudotipo

1 1/2X10-5 10 + + 20 + 4- 20 + + A
2 1/2x10-5 10 + + 20 + + 20 + + A
3 1/2X10-5 10 + + 20 + + 20 + + A
4 1/2X10—4 10 + - 20 + + 20 + + A
5 1/8x10-5 10 + + 20 + - 20 + + A
6 1/8X10-5 5 + + 20 + + 20 + + A
7 1/8X10-5 10 + - 20 + + 20 + + A
8 10-6 10 + - 20 + + 20 + + A
9 10-6 10 + - 20 + + 20 + + A

10 10-6 5 + + 20 + + 20 + + A
11 10-6 5 + + 20 + + 20 + + A
12 10—6 5 + - 20 + + 20 + + A
13 10-6 5 + - 20 + + 20 + + A
14 10-6 5 + - 20 + + 20 + + A
15 10-6 5 + - 20 + + 20 + + A
16 10-6 0 + - 20 + + 20 + + A
17 10-6 5 + + 20 + + 20 + + A
18 10-6 10 + - 20 + + 20 + + A
19 10-6 5 + + 20 + + 20 + + A
20 IO-6 5 + - 20 + + 20 + + A
21 IO-8 5 + + 20 + + 20 + + A
22 10-6 5 + + 20 + 20 + + A
23 IO-3 5 + + 20 + + 20 + + A
24 IO-6 5 + + 20 + + 20 + + A
25 10-6 5 + + 20 + + 20 + + A

L-R — Células de Rous Leucosis negativa.
CAM — Membrana Corioalantoidea.
CEF — Cultivo de fibroblastos de embrión de polio.

Un segundo intento de clonado fue 
realizado en forma periódica, par­
tiendo de placas inoculadas en la 
misma forma que en el experimen­
to anterior, pero colectando los focos 
a distintos tiempos a razón de 5 clo­
nados semanales.

En este segundo intento se utilizó 
un suero de probada efectividad neu­
tralizante (103 unidades neutralizan­
tes contra 4xl02 FFU). En total se 
aislaron 25 clones a partir de distin­
tas placas, de los cuales, luego de 
cuatro pasajes, se seleccionaron dos 

por su capacidad de propagación y 
multiplicación en cooultivo. Los re­
sultados se detallan en Tabla N<? 2. 
Fotografía N? 1.

Tal como se observa en Tabla N? 2, 
la mayoría de los focos resultó no 
productor de virus identificable en el 
sistema testado, 20/25, tres resulta­
ron contaminados en el transcurso de 
los pasajes y se seleccionó finalmente 
a los clones N? 14 y N? 23 para pro­
seguir la fase de activación. Los de­
más fueron congelados y posterior­
mente descartados pues el grado de
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Foto N9 1

propagación disminuyó luego de cua­
tro pasajes, presumiblemente por la 
pérdida de la capacidad de reproduc­
ción luego del congelamiento. Foto­
grafía N9 2.

Foto No 2

Los cuatro clones que resultaron 
productores, fueron testados para 
identificar el pseudotipo al que res­

pondían luego de la producción de 
virus completo e infeccioso: todos, 
sin excepción, correspondían al sub­
grupo A.

En este caso, es muy difícil identi­
ficar si se debió á un contaminante 
o a una infección simultánea a las 
células susceptibles por parte del vi­
rus ayudante y el virus defectivo de 
Sarcoma de Rous. Los sucesivos pa­
sajes de los clones N9 14 y N? 23 a 
fin de incrementar su cantidad, se 
realizaron en placas de 150 x 25 mm. 
sembradas en cultivos mixtos con fi­
broblastos de embrión de pato fres­
cos en cada pasaje. El 79 pasaje del 
clon 23 resultó infeccioso en condi­
ciones de cultivo, ya que producía fo­
cos en fibroblastos de embrión de po­
llo C/O, no se llevó a cabo ninguna 
prueba de identificación de pseudo­
tipo viral involucrado, aunque parece 
deducible la producción de RSV (0) 
beta por estas células, ya que no ac­
tivaba células L-R de características 
Standar (L-25) y no infectaba fibro­
blastos C/B, aunque todas estas prue­
bas resultan inconclusivas, ya que no 
puede excluirse la presencia de un 
contaminante del subgrupo B. Los 
resultados que se reportan en este 
manuscrito con el clon N9 23, corres­
ponden a los obtenidos previo al co­
mienzo de su actividad productora, o 
presumiblemente productora, es de­
cir entre el cuarto y sexto pasaje.
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TABLA N? 2

SEGUNDO INTENTO DE AISLAMIENTO DE L-R

Clon N? Primer pasaje
% L-R CAM CEF

Segundo pasaje 
% L-R CAM CEF

Tercer pasaje
% L-R CAM CEF

Cuarto pasaje
% L-R CAM CEF

1

2

3

4
5
6
7
8
9

10 
11 
12
13
14
15
16
17
18
19
20 
21 
22
23
24
25

0 — No 
test

0 No No 
test test

0 No No 
test test

10 — —
10 — —

0 — —
10 — —
10 — —
20 — —
20 — —
0 — —

10 —
10 — —
10 — —
10 — —
10 — —
10 — —
10 — —
10 + —
10 — —
0 + +

10 — —
10 — —
10 — —

0 — —

10 —

10 — —

10 — —

10 — —
10 — —

0 — —
10 — —
10 — —
10 — —
10 — —
10 — —
20 + ±
10 — —
10 — —
10 — —
10 — —
10 — —
10 — —
10 + +
10 — —
10 + +
10 — —
10 — —
10 + —

Conf. + —

Contaminado ..

20

20 — —

10 — —
20 — —
20 — —
20 — —
20 — —
10 — —
20 — —
20 — —

Lento — —

Lento — —

Confl. — —
Lento — —
Confl. — — 
Confl. — —
Lento — —
20 — —
20 — —
20 — —

Descartado por prod, de RSV-RAV-A
Confl. — — 20
Confl. — — Confl. — —
Contaminado con E. coli 
Contaminado con E. coli
Confl. — — Confl. — —
20 — — Lento — —
Confl. Dése, por prod, de RSV-A
20 — — Lento — —
Dése, por productor de RSV-A 
Confl. — — Confl. — —
Lento — — Lento — —
20 + + Dése, por p. RSV-A
Confl. + + Dése, por p. RSV-A

No test: No testado.
Confl.: Confluente.
L-R: Célula de Rous, Leucosis negativa.
CAM: Membrana Corioalantoidea.
CEF: Cultivo de Fibroblastos de embrión de polio.

Antes de someter los clones aisla­
dos a pruebas experimentales se los 
sometió a una última experiencia en 
la que se trató de determinar las ca­
racterísticas celulares, con respecto 
a la producción de virus no infeccio­
so, RSV (0). Para ello se utilizaron 
fibroblastos de embrión de pollo de 
características fenotípicas conoc das, 
C/AB, C/A y C/B y fibroblastos de 
embrión de perdiz (Japanese). Todos 

se procesaron en la forma standard 
y se platearon en placas de 60 x 15 
mm. en forma individual. A las 24 
horas luego de la siembra, fueron in­
fectadas por 45’, con fluido sobrena­
dante del cultivo de clon N9 14 y 
N? 23, previamente centrifugado a 
40.000 g. por 1 hs. y resuspendido <1 
pellet en citrato de potasio 0.05 M. 
Los resultados se tabulen en 1?. Tabla 
N° 3 (A).
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Simultáneamente se inocularon con 
el mismo material que en el experi­
mento anterior, embriones de pollo y 
embriones de perdiz de 7 días, en 
membrana coriolantoidea. Tabla nú­
mero 3 (B).

La inoculación se repitió en perdiz 
de 2 días de edad mantenida en es­
tricto aislamiento. Tabla núme­
ro 3 (O).

Ninguno de los clones testados 
demostró bajos condiciones experi­
mentales empleadas, la producc'ón 
de focos o tumores, luego de inocu­

lados en fibroblastos, embriones 
de perdiz, esto significa que si 
bien estas células pueden produ­
cir virus, no es infeccioso en las 
condiciones rutinarias de test. Ade­
más, el RVS (0) testado, recibido 
por cortesía del doctor Vogt, proba­
blemente corresponda al variante Be­
ta del virus Sarcoma de Rous, aun­
que sería necesario hacer más prue­
bas experimentales a fin de compro­
bar las características antigénicas, 
relacionadas con su envoltura ex­
terna.

TABLA N? 3

CARACTERIZACION DEL VIRUS NO DEFECTIVO DE SARCOMA DE ROUS

Cultivo de tejidos celulares (formación de focos)

A —

Muestra Fonotipo celular

C/O C/AB C/A O/B Quail

N° 14 — — — __
N° 23 — -- -- —
BH-RSV-RAV-1 X -- X X
RSV (0) — X — X

B

Inoculación en membrana corioalantoidea (cuenta de pocks)

Muestra C/O C/AB C/A C/B

N° 14 0/5 0/5 0/5 0/5
N° 23 0/5 0/5 0/5 0/5
RSV (0) 0/5 0/3 1/4 NT
BH-RSV-RAV-1 5/5 0/3 0/1 4/5
BH-RSV-RAV-2 3/3 0/2 3/3 NT
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C —

Inoculación de perdiz (respuesta tumoral)

Muestra Tumor/Inoculados

BH-RSV-RAV-1 2/2
RSV (0) 2/2
N9 14 0/2
N° 23 0/2

DISCUSION

Por los resultados obtenidos es fá­
cil observar que no, existen dificulta­
des en el aislamiento de clones de 
células L-R (llamadas formalmente 
NP, non producers) resultado de la 
inoculación de un virus defectivo de 
Sarcoma de Rous, con diluciones cer­
canas al punto final (cuando la efi­
ciencia del planteo casi es mínima). 
En el segundo experimento de aisla­
miento se observa que resultaron pro­
ductores 5/25 clones aislados. La se­
lección posterior se efectuó en base 
a la capacidad de propagación de las 
células L-R.

El significado funcional de las cé­
lulas L-R, es motivo del más intensi­
vo estudio, no sólo en el sistema de 
virus del grupo Leucosis/Sarcoma, si­
no en los tumores a partículas vira­
les de tipo C, en laucha y gato, don­
de la defectividad de las capas vira­
les y la producción de células no pro­
ductoras del tipo L-R ha sido recien­
temente reportado, O’Connor (sin pu­
blicar) . En este sistema, el virus de 
leucemia felina (FLV) actúa como 
ayudante del virus de Sarcoma de 
laucha (MSV). Este fenómeno es tan 
interesante como el de formación de 
agregados virales físicos entre el vi­
rus de Sarcoma de laucha MSV y 
FLV, luego de ultracentrifugación, es 
decir en forma de agregados físicos, 
probablemente obedeciendo a las le­
yes generales de coloides.

La necesidad de una intensa sín­
tesis de DNA celular inmediatamen­
te después de la infección por parte 
de estos virus, y su mantenimiento 
por lo menos por las primeras 8 ho­
ras luego de la infección y los resul­
tados de Payne en 1968 (12) de la 
existencia de un antígeno que reac­
ciona en el test de COFAL, en una 
línea de pollos susceptible y su au­
sencia en una línea resistente y su 
segregación en forma de alelo men- 
deliano autosómico dominante com­
plican la interpretación de los meca­
nismos de multiplicación viral y el 
significado de la presencia de un an­
tígeno viral específico de grupo.

Si sumamos a ello la determinación 
de la importancia del material celu­
lar en la síntesis viral, determinada 
por Hanafusa 1969 (8), en el cual la 
célula juega un papel importante en 
la interrelación virus-célula, no sólo 
el lugar donde el virus utiliza la ma­
quinaria necesaria para su síntesis. 
Recientemente una nueva hipótesis 
sobre carcinogénesis viral, ha sido 
propuesta por Huebner 1970 (9) en la 
cual una parte del material genético 
viral, el oncogene, actuaría reprimien­
do la célula en su transformación on- 
cogénica, la infección viral activaría 
la desrrepresión del oncogene y la 
transformación celular. Si relaciona­
mos todos estos conocimientos con la 
teoría propuesta por Temin en 1966 
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(21) sobre la existencia de pro virus 
de Sarcoma de Rous, que podría ser 
una forma replicativa intermedia, 
una proteína, una enzima o material 
existente, faltando sólo determinar, 
cuál es la forma replicativa, si existe, 
dónde y cómo actúa, y las interrela­
ciones virus-células al nivel molecular.

¿Cómo se relacionan estos conoci­
mientos con las células LR, y qué 
tienen que ver estas células con el 
mecanismo de carcinogénesis?

Dijimos en la revisión de literatu­
ra, que una característica importante 
de estas células es que producen vi­
rus de características diferentes al 
virus infectante. ¿Cómo se produce 
esta transformación viral? Induda­
blemente la única posibilidad facti­
ble es la influencia del genotipo ce­
lular, ya que el virus infectante no 
puede ser pues es defectivo y pese a 
multiplicarse no es eliminado y no 
hay cambios antigénicos a nivel de 
la membrana celular. Además, el RSV 
(0) producido no es detectado previo 
a la infección. Es indudable que las 
células, con su material genético 
aporten mucho más a la naturaleza 
del nuevo virus, que la maquinaria 
de síntesis.

Es posible pues, que la existencia 
o la ausencia de esta forma replica­
tiva (si existe), juegue un papel im­

portante en la síntesis del fenotipo 
no defectivo del virus de Sarcoma de 
Rous.

El segundo interrogante depara aún 
más preguntas que las que admite 
responder. El mecanismo de carcino­
génesis es prácticamente desconocido, 
pero hay una serie de características 
celulares que indican la aparición de 
cambios relacionados con carcinogé­
nesis, luego de la infección viral, ya 
sea cambios enzimáticos, síntesis de 
nuevas proteínas o enzimas y, trans­
formación. La síntesis de antígeno 
Gs. luego de la infección y su pre­
sencia en líneas de pollos normales, 
en las células L-R y en el genome de 
los virus defectivos y no defectivos 
de Sarcoma de Rous, es otra indica­
ción de interrelación entre el geno­
me celular y el mecanismo de carci­
nogénesis. Qué papel podría asig­
nársele a la presencia de antígeno Gs. 
en células normales Payne 1968 (12) 
sino el de desrrepresor del genome 
viral integrado (oncogene), por su­
puesto que esta suposición es de tipo 
hipotético. Es posible que en un fu­
turo no muy lejano, el desrrepre;or 
la forma replicativa, o el provirus 
enunciado por Temin en 1966 (21) se­
rá hallado y tendremos entonces más 
argumentos para analizar el meca­
nismo de carcinogénesis y sus impli­
cancias.
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RESUMEN
Las células L-R descriptas en este trabajo, se obtuvieron por la 

inoculación de RSV parcialmente defectivo en cultivos de fibroblastos 
de embrión de pollo C/O. Bajo las condiciones empleadas en este siste­
ma de test no se obtuvo la misma respuesta a los tres diferentes sub­
grupos virales del grupo Leucosis/Sarcoma que fueron testados. Queda 
por determinar si, esta diferencia, es debida a las características de las 
cepas virales empleadas, a las células en que se realizó el ensayo o es 
una característica de los clones empleados en esta experiencia.

De acuerdo a los resultados obtenidos no hay ningún tipo de inter­
ferencia a falla en la sensibilidad en el test empleado, por la producción 
de RSV (0) si es que se produce.

La reproductibilidad de los resultados, la facilidad con que se reali­
za el test, el corto período de tiempo empleado, comparado con otros 
métodos y la simpleza del test, hacen de esta metodología un instru­
mento con grandes posibilidades de aplicación en la práctica del labo­
ratorio de diagnóstico.

IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF 
LEUCOSIS/SARCOMA GROUP OF VIRUSES

II. Activation and essay of L-R cells
The L-R cells described here were originated from C/O chick 

embryo fibroblast and the virus produced after their activation was 
assyed in C/O fibroblasts. The fibroblast came from RIF free SPF 
flock.

Under the conditions described here, the clones of L-R cells isolated 
did not show similar susceptibility to the different virus subgroup tested. 
Where this phenomenon was due to the susceptibility of the clones, the 
assay cells system used, or the strain of virus tested, was not determined.

The results obtained with samples from field conditions: and 
experimentally inoculated birds, showed that in this procedure the 
system of testing the RSV (0) production by the L-R cells (if any), did 
not interfere in the system, nor with the sensitivity of the test.
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ANTECEDENTES

Con la descripción del test de RIF 
(Resistance Inducing Factor) por 
Rubin en 1960 (5) y el test de COFAL 
(Complement Fixation Avian Leuco­
sis) por Sarma en 1964 (8) conoce­
mos que los virus del grupo Leucosis/ 
Sarcoma del Complejo Leucósico Aviar 
son RIF positivos, poseen un antige­
no fijador de complemento común y 
están estructuralmente relacionados 
al grupo myxovirus (RNA), específi­
camente al grupo Leukovirus según 
la última clasificación tentativa de 
Melnik en 1969.

Los test anteriormente menciona­
dos son complicados e incompatibles 
con la aplicación con fines prácticos. 
El test de RIF no es sensitivo en for­
ma diferencial a los distintos subgru­
pos virales y exige técnicas altamen­
te especializadas. El test de COFAL, 
por otra parte, pese a detectar todos 
los miembros de los distintos subgru­
pos virales, exige el uso de sueros al­
tamente específicos, no siempre fáci- 
los de obtener, dificultades con falsos 
positivos (efectos anticomplementa­
rios) y un largo período de cultivo 
previo al test.

Algunos investigadores presentan la 
posibilidad de un test de Fluorescen­
cia específica de subgrupo; pero en 
condiciones prácticas experimenta

serias dificultades, que hacen difícil 
su aplicación, Rubín y Vogt 1962 (6), 
Vogt y Rubín 1961 (9).

Las células No Productoras (NP) 
(Non Porducers) llamadas correcta­
mente Células de Rous, Leucosis ne­
gativas (L-R) (Leucosis negative 
Rous Cell) que ya han sido descrip­
tas, Rispens (4), Schudel (7), son ac­
tivadas por la superinfección de un 
virus ayudante (L. Linfoidea). La de­
tección del RSV ahora producido, se 
realiza por la inoculación y forma­
ción de pocks en membrana corioalan­
toidea de embriones susceptibles, ino­
culación y formación de tumores en 
pollos susceptibles o finalmente por 
inoculación y formación de focos ci- 
topatogénicos en cultivo de fibroblas­
tos de embrión de pollo. (Rispens, 
Long, Okazaki, en prensa (4).

Estas células L-R producen RSV (0) 
no defectivo, y no detectable en los 
medios comunes de ensayo. Por lo 
tanto, no entorpece el sistema de 
test.

El presente trabajo tratará de ex­
plicar el mecanismo de activación y 
ensayo de células L-R para su utili­
zación como sistema práctico y apli­
cable en la detección de virus del 
grupo Leucosis/Sarcoma.

MATERIAL Y METODO

Origen de las células L-R: su ais­
lamiento y propagación han sido ya 
descriptos, Schudel (7).

Origen de las capas virales: RAV-1, 
RAV-2 y RAV-50 corresponden a ma­
terial aislado a partir de BH-RSV- 
RAV-1, BH-RSV-RAV-2 y BH-RSV- 
RAV-50 por la técnica de Moloney (3). 
Propagados luego en fibroblastos C/O.

Cultivos de células: Se utilizaron 
cultivos de fibroblastos de embrión de 
pollo, provenientes dsl programa SPF, 
RIF—, COFAL— y NP—.

ACTIVACION Y ENSAYO DE
CELULAS L-R

Activación: Se extrajeron las am­
pollas del Nitrógeno se propagan en 
cocultivo con fibroblastos secund - 
rios de embrión de pollo y id® pato 
en un radio de 1/1, en placas de 
50 x 125 mm„ una ampolla con 5 x 16® 
células por cada placa.

Si el crecimiento es rápido, se reali­
zan tantos pasajes como sea necesa­
rio para propagarlas en gran canti­
dad y realizar el test de activación.

La activación de las L-R, puede ser 
realizada con material proveniente de
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suero, extracto de embrión, biopsia, 
etcétera, en condiciones de esterili­
dad que no comprometan al creci­
miento celular. Se siembran 5 x 10'5 
células en placas de 60 x 15 mm. con 
medio de crecimiento y se incuben 
por 24 horas. Luego ¡de este tiempo, 
se obtiene una buena monocapa ce­
lular que es infectada con la muestra 
a testar por 45’, luego de los cuales 
se adiciona medio de mantenimiento 
y se dejan en incubación por un pe­
ríodo de 9 días, tomando muestras 
del robrenadante en el período entre 
los 3 y 9 días.

Ensayo: El material sobrenadante 
colectado en la fase de activación a 
los 3, 5, 6 y 7 días, se centrifugo a 
2.000 g. por 20’, o se congela y des­
congela tres veces sucesivas, luego 
se centrifuga a 2.000 g. por 20’. El ob­
jeto es liberar la mayor cantidad de 
virus posible y tener un sobrenadan­
te libre de elementos celulares. Un 
centímetro cúbico de este material es 
inoculado en una monocapa de fibro­

blastos de embrión de pollo C/O, ó 
0,1 cc en membrana corioalantoidea 
de embrión de pollo.

Luego de sembrado el inoculum, se 
deja contacto con monocapa por 45’, 
y se cubre el cultivo con una mono- 
capa de agar 3 %, adicionando medio 
de mantenimiento a los tres días post­
inoculación. En caso de efectuar lec­
tura macroscópica, se necesitan mo­
nocapas de agar a los 3 y 7 días.

La lectura de los focos se realiza 
en forma microscópica a los 7 días 
luego de inoculación, y a los 11 días 
en forma macroscópica.

Material problema: Los macerados 
de embriones de 11 dias, se tritura­
ron, congelaron y descongelaron dos 
veces, resuspendiendo con medio de 
cultivo de crecimiento y se centrifugó 
a 4.000 g., 20’ tomando el sobrena­
dante como inoculum.

El suero provenía de aves inocula­
das experimentalmente con la capa 
RPL12 y se procesó a las 24 horas lue­
go de la sangría.

RESULTADOS

A fin de testar la susceptibilidad 
a los distintos subgrupos virales se 
tomó una ampolla del clon N<? 23 de 
células L-R y se repicó en cocultivo 
con fibroblastos de embrión de pollo 
y fibroblastos de embrión de pato. 
Los resultados se detallan en Tabla 
N<? 1.

Se activaron a las 24 horas de pla­
teadas con RAV-1 perteneciente al 
subgrupo A; RAV-2 perteneciente al 
subgrupo B; RAV-50 perteneciente 
al subgrupo D; todos obtenidos en for­
ma purificada e inoculados a las placas 
en diluciones logarítmicas de base 10. 
Los fibroblastos de pollo utilizados en 
los cocultivos, correspondían al feno­
tipo C/O. El medio de cultivo sobre­
nadante se cambió a los 3, 6 y 9 días. 
Con el sobrenadante extraído se tes­
tó por presencia de virus de Sarcoma 
de Rous completo en monocapas de 
fibroblastos de embrión de pollo C/O 
para testar por formación de focos,

se leyó por técnica de Adams o lec­
tura macroscópica de los focos, luego 
de dos monocapas de agar.

Tal como se observa, hay una dife­
rencia de susceptibilidad entre sub­
grupos A, B y D, probablemente de­
bida a la disminución del titulo de 
RAV-50, refutado por el hecho de que 
aun a los 9 días hay diferencias en 
el título de ambos grupos virales, una 
real diferencia en susceptibilidad al 
subgrupo D, no atribuible a los fibro­
blastos C/O en los cuales se realiza 
en ensayo ya que éstos son suscepti­
bles aun a subgrupos C y D tin di­
ficultad.

Por la misma tabla podemos obte­
ner datos con respecto al tiempo mí­
nimo de activación en el cual, al reco­
ger el sobrenadante el test fue sen­
sible y por nuestros datos es entre 
los días 6 y 9 postinoculación. Lo que 
concuerda con Rispens, Long y Oka­
zaki 1970 (4) que postulan 7 días.
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TABLA N9 1

Activación y ensayo de Clon N9 23 de L-R

* CONF: Confluente.

RAV 1
Sub. Grup. A

Días

RAV 2
Sub. Grup. B

Dias

RAV 3
Sub. Grup. D

Dias

Dilución 3 6 9 3 6 9 3 6 9

10-1 * CONF. CONF. CONF. 200 CONF. CONF. 70 410 CONF.

10-2 1120 CONF. CONF. 50 CONF. CONF. — 330 315

10-3 20’0 CONF. CONF. — 215 CONF. — 90 315

10-4 30 CONF. CONF. — 95 CONF. — 2 68

10-4 30 CONF. CONF. — 65 CONF. — — —

10-5 3 CONF. CONF. — 3 295 — — —

10-6 — 410 CONF. — — 37 — — —

Control — — — — — — — — —

Los resultados reportados se expre­
san en promedio por cada tres pla­
cas. Se llevaron a cabo pruebas de 
test de sensibilidad entre los dos clo­
nes seleccionados, pero en este caso 
sólo frente a un subgrupo viral, sub­
grupo A, por activación con RAV-1 
purificado.

Los clones, luego del cuarto pasa­
je, se propagaron nuevamente en co- 
cultivo con fibroblastos de embrión de 
pato y pollo, 1/1 luego de dos subcul­
tivos con intervalo de tres días en 
cada uno, las L-R de ambos clones 
parecían estacionarias, por lo que se 
procedió a su activación. Para ello se 
platearon en placas pequeñas de 60 x 
15 mm, se incubaren por 24 horas y 
se inocularon al día siguiente con las

diluciones de base 10 como se detalla 
en tabla N9 2, la muestra se tomó a 
los 3-5-7 días luego de la inocula­
ción en la misma forma detallada an­
teriormente. El ensayo se llevó a ca­
bo en fibroblastos de embrión de 
pollo C/O. Ver Tabla N? 2.

La inoculación de diluciones de log. 
de base 10 a cocultivos de fibroblastos 
de embrión de pollo y pato, y células 
L-R de los dos clones seleccionados, 
demuestra que no hay diferencias 
apreciables en la sensibilidad a la ac­
tivación con RAV-1 perteneciente al 
subgrupo A de los virus de Leucosis/ 
Sarcoma. Queda aún por determinar 
la sensibilidad selectiva de estos dos 
clones frente a miembros de otros 
subgrupos C o D.



Analecta Veterinaria — Vol. II Nros. 1 - 2 y 3 Enero-Diciembre 1970 53

TABLA N? 2 \

Cuadro demostrativo de sensitividad entre clon N? 14 y N? 23

Dil. de RAV - 1
Ensayo a los

3 días
Ensayo a los

5 días
Ensayo a los

7 días
N9 14 N? 28 N9 14 N9 23 N? 14 Ni S3

10—1 X X X X X X

10-2 X X X X X X

10-3 X X X X X X

IO-4 X — X N.T. X X

10-5 — — X X X X

IO-6 — — X X X X

10—7 — — X — X X

Control — — — — — —

Para una mayor seguridad en la 
susceptibilidad a la activación, se 
comparó el clon N? 23 con uno de los 
clones aislados en el laboratorio, por 
Rispens y Long, cuya denominación 
es L-25, en la misma forma que ei 
experimento anterior, se inocularon 
con diluciones logarítmicas de RAV-1, 
tal como se detalla en Tabla N? 3.

Como se observa, no hay una dife­
rencia apreciable en la sensibilidad 
de ambas líneas, sobre todo conside­
rando que el periodo de activación en 
condiciones de test Standard, es de 5 
y 6 días, en este período, ambas líneas 
celulares responden en la misma 
forma.
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TABLA N<? 3

Cuadro demostrativo de sensibilidad entre clon N9 23 y L-25

Dil. de Virus
Ensayos a los 

y días
Ensayos a los

5 días
Ensayos a los

7 días
NC 23 L - 25 N? 23 L • 25 N<? 23 L-25

10—1 X X X X X X

10-2 X X X X X X

10—3 X X X X X X

ÍO-4 — X X X X X

10-5 — — X X X X

10—6 — — X X X X

10—7 — — — X X X

L-R Control — — — —

Para probar la sensibilidad de es­
tos clones en condiciones de test­
standard se utilizó un inoculum de 
distinta naturaleza, a) macerado de 
embriones provenientes de aves de 
línea 6 de la población exterior man­
tenida en condiciones de campo, y por 
lo tanto con alto porcentaje de in­
fección endémica, y b) muestras de 
suero de las mismas aves. Por a), po­
demos determinar el momento en que

el ave pasa el virus a través del hue­
vo en forma vertical, estado denomi­
nado sembradora (sheeder) periódi­
co y no constante, y por b) determi­
namos el estado virémico del ave.

Los resultados se detallan en Ta­
bla N9 4.

Es dable observar la corresponden­
cia entre clon N? 14 y L-25, utilizada 
como control.

TABLA N" 4
A —

Test con macerados de embriones

L-25 2/30

N° 14 2/30

N<? 23 2/30
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B —

Muestras de Suero experimento 45-3-3-5

L-25 43/90

N? 14 43/90

DISCUSION

En el presente trabajo no se de­
terminó si la falta de susceptibilidad 
al subgrupo D (RAV-50) de virus del 
grupo de virus Leucosis/Sarcoma fue 
inherente a los clones aislados o res­
pondía al virus utilizado. Resultados 
obtenidos por Rispens, Long y Okaza­
ki (comunicación personal), demues­
tran que no existe diferencia en sus­
ceptibilidad a la activación de célu­
las L-R con los distintos subgrupos 
virales, siempre que se utilicen fibro­
blastos del tipo C/O.

La producción y mantenimiento de 
las células L-R es fácil y viable, con 
resultados altamente reproductibles 
en los sistemas de test para la iden­
tificación de virus del grupo Leucosis) 
Sarcoma.

Las células de clones, descongela­
das contiene L-R además de fibro­
blastos de embrión de pollo y pato; 
al platearse es conveniente el agre­
gado de nuevos fibroblastos de pato y 
pollo C/O, estos últimos no represen­
tan ningún problema en el sistema 
de test, dado que no son susceptibles 
a la infección con RSV (0) y los fi­
broblastos de embrión de pato tam­
poco son susceptibles.

En el test de activación siempre se 
utilizaron fibroblastos de embrión de 
pollo que permiten la multiplicación 
del virus a testar antes de infectar 
L-R, En síntesis, permiten incremen­
tar el título de la muestra inoculada.

Es importante contar con fibroblas­
tos de embrión de pollo libres de in­
fección con virus RIF, en todos los 
pasos de este trabajo; la existencia 
de virus de tipo RIF en fibroblastos

de embrión de pollo en la fase de ais­
lamiento o activación, resultaría de­
sastrosa a los fines del test. En el 
primer caso, resulta imposible obte­
ner un clon que no resulte productor 
y, en el segundo, todas las muestras 
resultarían positivas, incluso los con­
troles.

El test de células L-R tiene ven­
tajas sobre los otros métodos de de­
tección, identificación y caracteri­
zación de los virus del grupo Leuco­
sis/Sarcoma.

1. El test de L-R es sensitivo a 
todos los subgrupos virales, 
siempre que se empleen células 
de fibroblastos de embrión de 
pollo. C/O.

2. El test de L-R, es ligeramente 
más sensitivo que COFAL y 
mucho más sensitivo que el test 
de RIF.

3. El período de test es menor que 
el empleado en los test de RIF 
y COFAL ya que los resultados 
se obtienen en 10-12 días.

4. Obtenidas las células L-R, el 
test de activación y ensayo es 
simple y puede ser operado por 
personal técnico competente.

5. Permite testar gran cantidad 
de muestras en forma simul­
tánea.

6. Por el grado de susceptibilidad, 
reproductibilidad de los resul­
tados y exactitud, con apropia­
dos controles, es muy raro en­
contrar resultados errados y 
por lo. tanto es válido para es­
tudios cuantitativos.
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7. El virus de Sarcoma de Rous, 
producido luego de la activa­
ción, puede ser testado en dis­
tintos grupos fenotípicos de cé­
lulas, a fin de caracterizar el 
subgrupo al que pertenece.

Desde el punto de vista de la apli­
cación práctica, el test de células 
L-R ofrece nuevas y mayores posibi­
lidades para estudios virológicos y 
epidemiológicos. La aplicabilidad c'e 
este sistema de test, depende en for­
ma casi exclusiva de su costo. Si 
pensamos con criterio de erradica­
ción o control, en realidad todavía 
es caro, aunque es mucho más eco­
nómico que COFAL y RIF sobre todo 
teniendo en cuenta el hecho de que 
permite testar muchas muestras en 
forma simultánea.

Considerando la erradicación con 
fines prácticos en poblaciones comer­
ciales, debemos considerar tres fac­
tores :

a) Costo del programa de test.
b) Grado de infección del plantel.
c) Posibilidad de reinfección.

Considerando estos tres factores, es 
evidente que el costo de programa de 
test no pesa mucho, comparándolo 
con las pérdidas que en un plantel 
altamente infectado esta enfermedad 
puede causar, máxime si pueden apli ­
carse medidas para evitar la reinfec­
ción que, como ha sido demostrado, 
una vez eliminada del plantel con 
medidas de precaución, sólo limita­
das, se elimina la reinfección (Bur- 
mester 1955 (1), Burmester 1964 (2).

CONCLUSION

Se determinó la utilidad de la ac­
tivación y ensayo de las células L-R 
como test de identificación de virus 
del grupo Leucosis/Sarcoma.

La susceptibilidad de los clones em­
pleados a la activación por virus per­
tenecientes a los distintos subgrupos, 
no ofrece deferencias cualitativas

siempre que se utilicen fibroblastos 
susceptibles para el ensayo.

Dada la simplicidad del test, la 
exactitud de sus resultados y el corto 
período de tiempo empleado en su 
ejecución, permite procesar una gran 
cantidad de muestras en forma si­
multánea.
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t RESUMEN

Comprobada la parasitosis por Capillaria bursata, los autores lo­
gran reproducir la enfermedad en pollos mantenidos libres de toda 
infestación, dándoles a ingerir lombrices recogidas en el gallinero del 
que procedían las aves originalmente necropsiadas, demostrando así el 
ciclo indirecto de este nematode y el papel de Eisenia sp. como hos­
pedador intermediario.

BIOLOGYCAL CYCLE DETERMINATION IN CAPILLARIA BURSATA 

SUMMARY

After the verification of the parasitic infection caused by Capillaria 
bursata the authors reproduced the disease in parasites free chicken, 
feeding the birds with earth worm collected from the poultry yard, 
where were the birds come from and necropsied. The workers 
demonstrated by this way the roll of Eisenia sp. as intermediary host 
of this nematode and its indirect biologycal cycle.
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ANTECEDENTES

Frente al hallazgo de C. bursata (') 
y ante la falta de datos bibliográficos

sobre el ciclo biológico de este nema­
tode decidimos investigar al respecto.

MATERIAL Y METODO

Aves utilizadas: Se emplearon vein­
ticuatro pollos mantenidos libres de 
infestación, alojados en jaulas en 
grupos de seis. Con ellos se integra­
ron dos lotes, de doce animales cada 
uno, procediéndose de la siguiente 
manera:

Lote 1: Fueron infestados en el 
curso de la 2* semana de vida (13 
días), dándoles a ingerir a cada pollo 
cinco lombrices procedentes de un 
gallinero con regular infestación.

Lote 2: Testigos.
Lombrices de tierra: En un galli­

nero cuya población estaba parasita­
da por C. bursata, de acuerdo con lo 
comprobado en el Servicio de Pato­
logía de Aves y Pilíferos, se recogie­
ron lombrices de tierra que fueron 
clasificadas en la Cátedra de Inver­
tebrados I Parte, del Museo de Cien­
cias Naturales de la Universidad de 
La Plata, como estados juveniles de 
Eisenia sp.

RESULTADOS

Con el fin de evitar la vehiculización 
externa de huevos de parásitos se 
procedió a un prolijo lavado de las 
lombrices asegurándonos haber lo­
grado este propósito mediante la ob­
servación microscópica del líquido 
utilizado en la operación.

Examen de materia fecal: A los 
veinte días de suministradas las lom­
brices se iniciaron los exámenes co- 
proparasitológicos por los métodos 
clásicos.

Establecida de este modo la exis­
tencia de infestación se procedió a 
aislar de a uno a los animales para 
la realización de exámenes copropa- 
rasitológicos individuales diarios.

Necropsias: Comprobada la presen­
cia de huevos de Capillaria en mate­
ria fecal de las aves, individualmen­
te aisladas, se procedió a su sacrifi­
cio y necropsia, lo que luego se gene­
ralizó a la totalidad de los animales 
utilizados y sus respectivos testigos.

Lote 1 (Infestados) Se encontró 
C. bursata en ocho pollos.

Lote 2 (Testigos): Todos resultaron 
negativos.

Resumen de las Necropsias

Pollos 
infestados

Resultados Testigos Resultados

$ $ á 9
1 2 10 — —
2 4 10 — —
3 3 8 — —
4 5 11 — —
5 15 22 — —
6 — — (M)
7 1 4 — —
8 — — — —
9 — — — —

10 10 17 — —
11 3 3 — —
12 (M) ‘ — —

Referencias: (M) Animales que murieron en los primeros días de la experiencia.
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DISCUSION

De la experiencia se desprende la 
importancia de la lombriz de tierra 
en el ciclo evolutivo de C. bursata en 
los pollos, lo que resulta de sumo in­
terés, si consideramos que hasta el 
presente, según la bibliografía con­
sultada, no se han descripto datos al 
respecto.

Si bien el examen de materia fecal 
se comenzó a efectuar a los veinte

días de la infestación, cabe consignar 
como dato de interés el primer ha­
llazgo de huevos de Capillaria bur­
sata a los veintisiete días de la mis­
ma. C. bursata se transmite median­
te un hospedador intermediario, ac­
tuando como tal la lombriz de tierra 
Eisenia sp., no descartando por el mo­
mento su posible transmisión directa.
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RESUMEN

Se comunica el hallazgo de Amidostomum anseris (Zeder, 1800) en 
gansos de zonas aledañas a la ciudad de La Plata.

AMIDOSTOMUM ANS’ERIS (ZEDER, 1800) IN GOOSE

IN THE ENVIRONS OF LA PLATA CITY

SUMMARY

It is communicated the find of Amidostomum anseris (Zeder, 1800) 
in goose, in the environs of La Plata City.
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ANTECEDENTES

En Europa y EE. UU-, donde la ex­
plotación de los anseriformes ocupa 
un lugar destacado dentro de la avi­
cultura, Amidostomum anseris (Tri- 
chostrongylidae), agente de la gas­
tritis verminosa de los gansos, oca­
siona serios problemas por tratarse 
de una enfermedad considerada de 
suma gravedad, especialmente para 
los gansarones de 4 a 8 semanas de 
edad, en los que la mortandad puede 
alcanzar cifras elevadas.

En el Servicio de Patología de Aves 
y Pilíferos de nuestra Facultad he­
mos tenido oportunidad de necrop- 
siar dos gansos de 6 a 8 meses de 
edad, exponentes enfermos de un pe­
queño lote en el que hubo cierta mor­
tandad. Procedían los mismos de una 
granja rudimentaria ubicada en los 
alrededores de La Plata.

Además de la salmonelosis diagnos­
ticada obtuvimos del estómago mus­
cular de una de las aves, varios

ejemplares machos y hembras de 
Amidostomum anseris, parásito que 
de acuerdo a la bibliografía consul­
tada no se ha relatado en nuestro 
país.

Morfología: Verme fino y rojizo con 
cavidad bucal amplia y con tres dien­
tes puntiagudos en su base (foto 1).

Machos: 10 a 17 mm. de longitud, 
bolsa copulatriz caracterizada por dos 
lóbulos laterales y uno mediano pe­
queño con rayo dorsal bifurcado ha­
cia atrás (Foto N? 2). Espículas igua­
les de aproximadamente 200 mieras 
de largo (Foto N<? 3).

Hembras: 15 a 24 mm. de longitud. 
Vulva en la parte posterior del cuer­
po. Cola digitiforme (Foto N9 4). 
Huevos morulados, tamaño medio 
118,9 mieras de longitud por 59,45 
mieras de ancho, que en condiciones 
favorables se hacen larvados en 48 
horas (fotos 5 y 6).
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RESUMEN

El Complejo Leucósico Aviar comprende por lo menos dos enfer­
medades con características etiológicas y patológicas propias. En los 
últimos años se han realizado importantes avances en la investigación 
de las enfermedades del Complejo Leucósico Aviar. Esta publicación 
pretende reunir los datos antiguos, trabajos actuales y nuevos concep­
tos, como asi también señalar problemas importantes a criterio del 
autor, aún no solucionados.

AVIAN LEUCOSIS COMPLEX: REVIEW OF CONCEPTS

SUMMARY

The avian Lecousis Complex is by definition a group of et least 
two well defined aetiological and pathological entities.

In the last few years there has been an important increase of 
research with remarkable findings in this area of work, and this paper 
sumarize the old and current developments, new advances an unsolved 
problems in the view of the author.
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ANTECEDENTES

El alto grado de desarrollo y per­
feccionamiento avícola logrado en 
los últimos años, no sólo en nuestro 
país sino en todas las áreas desarro­
lladas del mundo con alta tasa de 
consumo proteico, ha llevado a que 
el manejo avícola se realice en for­
ma industrial.

Las fallas de manejo en una ex­
plotación de este tipo producen pér­
didas de gran importancia, de las que 
probablemente, aquellas debidas a 
problemas sanitarios de los plante­
les sean mucho más serias, ocasio­
nando a menudo, trastornos irrepa­
rables. En ese sentido las enferme­
dades del Complejo Leucósico Aviar 
ocupan un lugar de prioridad entre 
todas las entidades patológicas que 
afectan la industria avícola.

Enfermedad de Marek (una de las 
enfermedades del Complejo Leucósi­
co Aviar) puede causar hasta el 
80 % de mortalidad en parrilleros en 
brotes agudos, las pérdidas se mani­
fiestan entonces en mortalidad. Leu­
cosis Linfoidea con un cuadro epide­
miológico diferente causa pérdidas 
por baja conversión, baja producción 
y una tasa de mortalidad moderada, 
pero constante, que en definitiva 
causa tanto o más pérdidas que la 
primera de las nombradas.

El Departamento de Agricultura de 
los Estados Unidos de Norteamérica 
estima en más de 200.000.000 de dó­
lares anuales, las pérdidas, por mor­
talidad y decomiso, en casos de En­
fermedad de Marek, y en 100.000.000 
de dólares anuales las causadas por 
Leucosis Linfoidea, sin considerar en 
esta última las pérdidas por fallas en 
la conversión, que son incalculables y 
posiblemente lleven la cuenta a va­
lores superiores a los de Enfermedad 
de Marek. (Datos estimados en el 
año 1969.)

Datos similares a los anteriores han 
sido publicados por el Ministerio de 
Agricultura de Gran Bretaña y es po ­
sible que las pérdidas adquieran ta­
maña magnitud en todos los países 
del mundo, en los que como en el 
nuestro se practica la cría de pollos 
en forma intensiva.

La literatura en el tema es abun­
dante, con muy buenas revisiones 
(Furth 1946, Phisiol. Rev. 26-47-1946 - 
G. Panima 1947, Vet. Ital. 8-33 - P. 
Biggs 1963, Poultry Rev.) pero carente 
de publicaciones en español.

En una rápida revisión del tema 
se tratará de actualizar los detalles 
más importantes de las Enfermeda­
des del Complejo Leucósico Aviar, en 
sus aspectos ■ etiológicos, característi­
cas anatomopatológicas, epidemiolo­
gía y posibilidades de control.

HISTORIA

La existencia de las enfermedades 
del Complejo se remonta a la anti­
güedad, pero las primeras evidencias 
concretas de su presencia en las po­
blaciones avícolas se tiene merced a 
una descripción incompleta de Roloff 
en 1868 (79) de un caso de linfosarco- 
ma en pollo. En 1896 Caparini (25) 
describe una entidad leucémica en 
pollos.

Ellerman y Bang en 1908 (38) in­
troducen el término leucosis, en la 
descripción de una entidad leucémica 
en pollos, transmisible por filtrados 
libres de células agregando datos epi­
demiológicos de interés.

Peyton Rous en 1911, en el Rokefe- 
11er Institute, realiza los trabajos pio­
neros sobre virus oncogénicos con un 
tumor transmisible (fibrosarcoma) 
aislado de una gallina Plymouth 
Rock transplantable sólo a su des­
cendencia.

J. Marek describe en 1907 (62) una 
entidad linfoproliferativa de los ner­
vios periféricos, denominándola poli­
neuritis.

Pappenheimer y col. 1929, (72) sub­
raya haber encontrado una inciden­
cia del 10 % de tumores viscerales 
(muy frecuentes en ovario) asociados 
a lesiones linfoproliferativas neura-
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les, denominando a este cuadro pa­
tológico neurolin/omatosis gallinarum.

En 1949, Burmester y col. estable­

cen la. transmisión vertical de Leuco- 
sis Linfoidea.

ETIOLOGIA

Por muchos años los conocimientos 
sobre los agentes etiológicos de las 
enfermedades del Complejo Leucósico 
Aviar, fueron confusos y basados prin­
cipalmente en los conocimientos ad­
quiridos con otros virus animales.

Elford y Andrewes en 1936 (40) en 
Sarcoma de Rous, y Burmester y col. 
en 1947 (17) en Leucosis Linfoidea, 
demuestran fehacientemente la pre­
sencia de un agente vital por medio 
de centrifugación diferencial.

Las primeras evidencias sobre la 
naturaleza física de la partícula viral 
de Sarcoma de Rous corresponde a 
Claude en 1947 (28) por medio del 
microscopio electrónico.

La fácil obtención de material de 
alto título de plasma de aves infec­
tadas con la cepa BAI-A del virus de 
Mieloblastosis Aviar facilitó enorme­
mente la purificación y caracteriza­
ción química del virus, realizada por 
Bornard y Bear en 1959 (15) y Alli­
son y Burke en 1962 (3), caracteri­
zando al agente viral como un virus 
de RNA.

Las evidencias acumuladas en los 
últimos años sobre transmisibilidad, 
patología, epiziotología y caracterís­
ticas citopatológicas, hicieron dudar 
a muchos investigadores sobre una 
etiología simple, para todas las en­
fermedades del Complejo. Es así que 
Biggs postula una probable doble etio­
logía en 1966 (13) basado en caracte­
rísticas patológicas y epidemiológicas, 
confirmando en 1967 Churchill y Biggs 
(32) y Salomón, Witter, Nazerian y 
Burmester 1968 (93), una etiología 
diferente para Enfermedad de Ma­
rek, basándose en una estrecha co­

rrelación entre presencia de virus 
Herpes con efecto citopatológico en 
cultivo de tejidos y presencia de la 
enfermedad en pollos luego de inocu­
lados con material celular de cultivos 
de tejidos. Evidentemente, el hecho de 
que la infección o transmisión de la 
enfermedad en estos experimentos se 
haya realizado con material celular, 
le dio carácter de circunstancial a 
estos hallazgos.

Burmester en 1969 (23), agrega da­
tos adicionales que fortalecen la idea 
de una segunda etiología viral en las 
enfermedades del Complejo.

Nazerian y Witter publican recien­
temente la transmisión de la enfer­
medad con filtrados libres de elemen­
tos celulares confirmando en forma 
definitiva la etiología de la enferme­
dad de Marek.

Lee y col. en 1969 (58), presenta 
datos adicionales sobre la caracteri­
zación química del agente, encon­
trando un virus de DNA, que por sus 
caiacterísticas morfológicas, Naze­
rian, 1968 (66), corresponde a un vi­
rus Herpes.

Por lo tanto tenemos dos entidades 
patológicas muy similares con agentes 
etiológicos diferentes como integran­
tes del Complejo Leucósico Aviar.

En todas las enfermedades hay un 
gran número de cepas aisladas y ca­
racterizadas, que se describirán con 
más detalle al referirnos a los virus 
en particular.

Para una mejor comprensión del 
tema lo dividiremos en cada una de 
las tres entidades y las trataremos 
por separado,
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COMPLEJO LEUCOSICO AVIAR

Clasificación sobre bases etiológicas y patológicas
I — GRUPO LEUCOSIS SARCOMA.

Leucovirus - RNA (Tumores virales aviares).
Leucosis linfoidea (Leucosis visceral, Linfocitoma, etc.).
Eritroblastosis (Eritroleucemia).
Mieloblastosis (Leucemia mieloide, leucemia, etc.). 
Mielocitomatosis.
Fibrosarcoma, Endotelioma, Hemangioma, Nefroblastoma. 
Osteopetrosis

II — ENFERMEDAD DE MAREK.
Herpesvirus - DNA (Neurolinfomatosis).
Forma clásica y forma aguda (ambas linfoideas).
Linfomatosis neural (Parálisis de los pollos, etc.).
Linfomatosis ocular (Ojo de pescado, Ojo gris, etc.).
Linfomatosis visceral (Linfomatosis, etc.).

III — OTRAS SIN CLASIFICAR.
Reticuloendoteliosis (Virus T.R.E., etc.).

Este tipo de clasificación elimina definitivamente la confusión existente 
entre ambas enfermedades.

I — G R U P O LEUCOSIS/SARCOMA 
Tumores Virales Aviares - Virus 
RNA Leucovirus.

1. Propiedades físicas

Las partículas virales infecciosas 
tienen un diámetro aproximado de 
80 - 100 mu para virus de Sarcoma de 
Rous (RSV), Elford y Andrews 1936 
(40) y de 144 mu para el virus de Mie­
loblastosis Aviar (AMV), Sharp y 
Beard 1954 (89), diferencias debidas 
a las técnicas empleadas en la medi­
ción, y no a las dimensiones reales 
de las partículas virales. Estos datos 
fueron posteriormente corroborados 
por microscopía electrónica.

El coeficiente de sedimentación es 
de 500 - 660 S (Svedelberg) para RSV 
Kahler 1954 (54), y de 500- 600 S pa­
ra AMV Sharp y Beard 1954 (89). El 
peso seco aproximado por partícula 
es de 7.5 x 10 —10 ug (microgramos).

Debido a al alto contenido en lípi- 
dos de su membrana externa (enve­
lop) manifiestan una gran sensibili­
dad al tratamiento con éter (sensibi­
lidad que se manifiesta en todas sus 
envolturas excepto en el nucleocap- 
sid), dando constancia de uh alto 
contenido lipídico en todas sus mem­

branas, y ausencia de lípidos en el 
nucleocapsid. Por microscopía electró­
nica se determinó el proceso de salida 
del virus (budding), proceso que le 
brinda la envoltura externa al virus 
a partir de la membrana celular y 
de allí el alto contenido lipídico.

Son virus muy termolábiles, la vida 
media es de 100 - 120’ a 37°C para Vi­
rus Asociado de Rous (RAV) subtipo 
I, Hanafusa 1964 (47). Distintas con­
diciones experimentales dan resulta­
dos diferentes en cuanto a termola- 
bilidad se refiere, pero evidentemen­
te las condiciones experimentales fue­
ron muy distintas, al menos en tres 
de los factores principales:
— Diferentes cepas de virus pueden 

demostrar distinta sensibilidad.
— Origen (tejido) del virus.
— Composición del medio.

La temperatura ideal para el man­
tenimiento indefinido del virus es de
— 60°C o menores, sin pérdida de in- 
fectividad por períodos superiores a 
los 5 años.

La liofilización es un proceso acon­
sejable, aunque debe realizarse con 
mucho cuidado, pues el virus es muy 
sensible a los procesos oxidativos.
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Cómo suceden estos fenómenos de 
pérdida de infectividad por tempera­
tura, es todavía una incógnita, aun­
que parecería que los procesos oxida- 
tivos llevan a la inactivación del vi­
rus, ya que los agentes reductores dis­
minuyen extraordinariamente la in­
activación, Engelberth y Holm 1938 
(39).

El proceso de inactivación se com­
porta como una reacción enzimática 
de primer orden aunque en determi­
nadas circunstancias, se diferencia de 
una reacción de este tipo, como ocu­
rre por ejemplo con el tratamiento 
del material viral por sonicación pre­
vio al ensayo, donde se observa una 
clara desviación de la reacción de 
primer orden, concluyéndose enton­
ces, que esta pérdida de infectividad 
se debe en su mayor parte a la for­
mación de grumos (Clusters) virales.

Son muy estables a pH 5 - 9, pero 
inestables a pH más altos o más 
bajos.

Altamente resistentes a la inacti­
vación por luz ultravioleta, unas 10 
veces más resistente que el virus de 
Newcastle (NDV), pese a poseer pa­
recidas características morfológicas, 
estructurales y sensitividad a radia­
ción X, Rubin y Temin 1959 (80).

2. Composición Química

El alto grado de pureza de los ma­
teriales empleados para el análisis 
químico del virus, requiere de técni­
cas delicadas para concentración de 
virus.

La composición química del virus 
de Mieloblastcsis Aviar (AMV):

35 % lípidos
62.8 % proteínas 
2.2 % RNA

La molécula de RNA es de cadena 
simple e integrada por dos compo­
nentes principales. Un componente 
sedimenta al doble del coeficiente de 
sedimentación del virus de Mosaico 
del Tabaco en 0.11 M CINa, y es con­
siderada como la molécula de RNA 
completa, el segundo componente es­
tá compuesto por subunidades del 
RNA principal rotas durante la puri­

ficación, Robinson y Duesberg, 1967 
(78). ”,

El análisis de bases del RNA viral 
difiere en la mayoría de los trabajos 
en la materia, probablemente debido 
a diferentes condiciones experimen­
tales.

El análisis de las proteínas virales 
revela la existencia de dos compo­
nentes:

1 — identificable con la fracción
de actividad fijadora del com­
plemento.

2 — de naturaleza enzimática, sin
significado funcional.

3. Ultraestructura

Por sombreado electrónico (Shadow­
casting) se obtuvieron las primeras 
medidas virales en el microscopio 
electrónico de 80 a 100 mu para RSV.

En preparaciones ultrafinas es po­
sible observar la morfología viral, con 
una envoltura externa (envelop) de 
80 - 90 mu de diámetro, con prolonga­
ciones exteriores en forma de torni­
llos (Knows). La envoltura externa 
cubre una segunda membrana llama­
da membrana interna que envuelve 
completamente el corazón (core) de 
un diámetro de 30 - 40 mu constituido 
por el RNA viral.

La partícula viral completa corres­
ponde al tipo C, descripta por Bern- 
hard 1958 (8), Bernhard 1956 (9), Ha— 
geneau 1959 (45).

En preparaciones donde se emplea 
coloración negativa (negative stain­
ing) se observan las protrusiones pe­
riféricas (Knows) ya descriptas, muy 
semejantes a las existentes en los 
mixovirus, pero en este caso no se ha 
demostrado ninguna propiedad he- 
moaglutinante.

La existencia de formas con cola 
en las preparaciones negativas, ha 
sido motivo de muchas discusiones, 
artificios para algunos, otros, sin em­
bargo, consideran a éstas como for­
mas de tipo L (L — forms), E. Ale­
xander-Jackson 1969 (2).
4. Purificación

Se realiza a partir de tumor de po­
llos con la técnica de Moloney 1960 
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(65), en que la concentración final 
se realiza expresando el resultado en 
gr de tumor original. Es eficiente en 
cuanto a la concentración del mate­
rial viral pero no elimina la totali­
dad de las impurezas celulares.

Los cultivos celulares son muy efi­
cientes en la producción de virus en 
alto título, aunque no eliminan la 
contaminación celular. Aun así pue­
den obtenerse títulos de 1.0 X 109/cc 
para alguno de los leucovirus.

La purificación del virus de Mielo­
blastosis Aviar (AMV) a partir de 
plasma de aves infectadas, es el me­
jor procedimiento cuando se incur- 
síona en experiencias de naturaleza 
química, dado que se necesita virus 
de gran pureza, libre de contaminan­
tes celulares, por ello es el material 
de elección, lográndose además títu­
los de hasta 10 X 1012/cc, Bonard y 
Beard 1959 (15).
5. Propiedades controladas por el

hospedador
El mecanismo por el cual la par­

tícula viral emerge de la célula, es 
de gran importancia, ya que le con­
fiere la cubierta externa. Por lo tan­
to, antígenos celulares integrarán la 
partícula viral, junto a antígenos es­
pecíficos del virus.

Los anticuerpos contra el tejido 
normal de pollo y Antígeno de Fors- 
man, inactivan a la partícula viral 
en presencia del complemento, prue­
ba evidente de la presencia de antí­
genos celulares en la partícula viral-

El virus de Mieloblastosis Aviar 
(AMV) contiene adenosin-trifosfata- 
sa (TPA) que actúa sobre el adeno- 
sintrifosfato (ATP) o inosintrifosfa- 
to (ITP) como sustratos, Green y 
Beard 1955 (44). Pequeñas cantida­
des de fosforilasa-fosfonucleótido per­
manecen adheridas a la membrana 
externa viral. Ambas enzimas se ad­
quieren durante el proceso^ de salida 
del virus (budding) de la célula hos- 
pedadora.
6. Antigenicidad

La cubierta externa de la partícula 
viral contiene los antígenos especí­
ficos de tipo, que participan en las 

reacciones de neutralización y anti­
cuerpo fluorescente con suero prepa­
rado a partir de pollos inoculados con 
partículas virales infecciosas. Estas 
reacciones de neutralización se utili­
zan para identificar cepas antigéni- 
camente diferentes, Distéfano y Dou­
gherty, 1961 (36), Ishizaki y Vogt 1966 
(53). Hay reacciones de neutraliza­
ción cruzada entre varias cepas vira­
les. La especificidad de los antígenos 
de la cubierta externa será discutida 
luego, en relación con las caracterís­
ticas de subgrupo de los virus del 
grupo Leucosis/Sarcoma.

Los anticuerpos fijadores del com­
plemento reaccionan con todos los 
virus del grupo Leucosis/Sarcoma. Se 
emplea suero producido en hamster 
(Syrian) el que desarrolla un tumor 
como resultado de la inoculación de 
la cepa Schmidt-Ruppin, Huebner, 
1963 (52). El antígeno responsable de 
esta reacción se encuentra también 
en cultivo de tejido infectado con 
cualquiera de los virus pertenecien­
tes a este grupo. Por microscopía de 
fluorescencia este antígeno ha sido 
identificado en la partícula viral, Ke- 
lloff y Volgt, 1966 (55). Los anticuer­
pos específicos de grupo (fijadores 
del complemento) no neutralizan la 
partícula viral. Esto indica que el an­
tígeno específico de grupo está loca­
lizado dentro del capsid y no en la 
envoltura externa, reafirmado por el 
hecho de quedar en libertad luego del 
tratamiento de la partícula viral con 
sodio-dodecil-sulfato.

7. Ciclo de Infección

Cuando un cultivo de fibroblastos 
de embrión de pollo, alargados y cha­
tos, se infectan con virus de Sarco­
ma de Rous (RSV), cambian morfo­
lógicamente, tomando forma esférica 
y refráctil, Manaker y Groupe 1956. 
Esta propiedad de transformar la 
morfología celular es la base del test 
de identificación viral in-vitro (focus 
assay).

El número de focos es directamen­
te proporcional a la concentración de 
virus en el inoculum. Por lo tanto una 
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sola partícula de RSV es capaz de 
infectar una célula y transformarla.

El ciclo de crecimiento de estos vi­
rus ha sido estudiado in vivo e in vi- 
tro. Los sistemas in vivo guardan sólo 
su interés histórico, y no serán con­
siderados en este trabajo.

Al infectar un cultivo de tejido con 
virus de Sarcoma de Rous el período 
de eclipse comienza dentro de la pri­
mera hora.

A las catorce horas, la síntesis de 
nuevo virus es evidente, creciendo en 
forma exponencial hasta los 4 días 
luego de la inoculación. Este aumento 
no representa una mayor cantidad de 
virus producido sino una mayor can­
tidad de células infectadas que en­
tran en la fase de producción. Entre 
el tercero y cuarto día se establece un 
equilibrio entre el virus producido y 
el virus inactivado por temperatura.

El tiempo que tarda en ser elimi­
nado el virus por la célula puede ser 
fácilmente calculado en la parte as­
cendente de la curva de crecimiento, 
tomando como base “la razón” entre 
virus intracelular y virus extracelu­
lar. Este tiempo de eliminación viral 
(reseasing time) es definido como el 
tiempo transcurrido desde que una 
partícula viral es completada en el 
citoplasma hasta que aparece en el 
medio extracelular. Para estos virus 
es muy corto, y lo prueba el hecho 
de que hay una mayor cantidad de 
virus extracelular que virus intrace- 
luBar.

Estudiando con el microscopio elec­
trónico células infectadas puede ob­
servarse que el virus es eliminado por 
gemación (budding) de la partícula 
viral en la membrana celular, Heine
1962 (50), Haguenau 1962 (46). El 
“budd” comienza a constreñirse en su 
base hasta que se desprende total­
mente de la. membrana celular.

Es frecuente observar agregados de 
virus en la membrana celular don­
de permanecen por largo tiempo. Lue­
go de 24 horas de infección el anti­
geno específico de tipo se observa en 
la membrana celular, Vogt y Luykx
1963 (99). La cantidad de antígeno 
viral que es pequeña al principio, au­

menta, gradualmente durante el ciclo 
de infección.

Los virus de Leucemia aviar, tales 
como mieloblastosis, eritroblastosis, 
Leucosis Linfoidsa, etc., no inducen 
cambios morfológicos al infectar cul­
tivo de fibroblastos de embrión de 
pollo, excepción de MC 29 Langlois. 
Bear 1969 (57), pero son continua­
mente producidos, por las células in­
fectadas.

8. Mecanismo de Síntesis
Los virus tumor ales aviares no con 

tienen DNA, sólo RNA, Crawford y 
Crawford 1961 (34), Robinson 1965 
(77), Duesberg 1969 (37), sin embar­
go para su replicación necesita de la 
síntesis de DNA, Bader 1964 (4), Te­
min 1964 (96), Bader 1966 (5), Knud­
son 1967, Melnik 1969. Los inhibido­
res específicos de DNA previenen la 
formación de partículas virales y la 
transformación celular si actúan en 
las primeras 8 horas de infección. 
Luego de 8 horas la actividad de los 
inhibidores de DNA es todavía discu­
tida, Rubín 1969 (84), Melnik 1969. 
De acuerdo a Bader 1966 (6), es ne­
cesaria la producción de proteínas ce­
lulares en las 8 primeras horas si­
guientes a la infección. La produc­
ción de un template de DNA desde 
el cual el RNA viral se replicaría, po­
dría explicar la necesidad de DNA en 
los primeros momentos de la síntesis 
viral. Sin embargo hasta que la for­
ma replicativa del genome de estos 
virus sea hallada, la existencia de di­
cha forma replicativa del DNA es es­
peculativa. Una segunda hipótesis po­
dría ser la existencia de una proteí­
na cuya presencia es necesaria para 
la iniciación de la síntesis viral y la 
transformación celular. El gene que 
codifica para esa proteína estaría re­
primido en la célula normal pero lue­
go de la infección celular por el virus, 
el genome celular requeriría un ciclo 
simple antes que se logre la desre­
presión y la transcripción del genome.

9. Bases para la Clasificación
en Subgrupos

Estudios recientes sobre las propie­
dades de la membrana externa de la 
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partícula viral, han revelado que por 
lo menos existen cuatro diferentes 
subgrupos, basándose en la antigeni- 
cidad expresada por los distintos ti­
pos virales, interferencia entre los 
miembros del mismo subgrupo y su- 
ceptibilidad de hospedador en dife­
rentes poblaciones genéticas. Ver ta­
bla N<? 1.

Los anticuerpos neutralizantes pro­
ducidos en pollos infectados son es­
pecíficamente dirigidos contra el an­
tígeno específico de tipo de la cubier­
ta externa viral. Usando técnicas de 
clonado, es posible aislar cepas puras 
de virus, que inoculados en pollos li­
bres de infección, producirán antisue­
ros específicos contra su envoltura 
externa.

Por reacciones de neutralización y 
anticuerpo fluorescente podemos cla­
sificar la mayoría de los virus en cua­
tro subgrupos con reacciones de neu­
tralización específica entre los miem­
bros del mismo subgrupo, pero nin­
guna o al menos mínima reacción de 
neutralización entre los miembros de 
los distintos subgrupos. Ver tabla nú­
mero 1.

Las células que han sido infectadas 
con un virus de Leucosis Linfoidea 
son resistentes a la sobreinfección con 
virus de Sarcoma de Rous (RSV). Es­
ta es la base del test de RIF (Resis­
tant Inducing Factor) para los virus 
de Leucosis. Rubin, 1960 (82). Ver 
cuadro N9 2.

El grado de efectividad de la inter­
ferencia depende de la combinación 
de los virus infectante o sobreinfec­
tante (RIF y RSV, respectivamente). 
Los cuatro subgrupos están determi­
nados por patrones de interferencia 
que se manifiesta exclusivamente en­
tre miembros del mismo subgrupo.

Este fenómeno de interferencia es 
también una propiedad de la envol­
tura externa.

El virus infectante ocuparía los re­
ceptores celulares específicos, los que 
al estar ocupados por el virus RIF 

(Leucosis Linfoidea), no permitirán 
la entrada del virus sobreinfectante 
(RSV), Steck y Rubin, 1966 (94).

La tercera propiedad de la envol­
tura externa define cuatro subgrupos 
virales A-B-C-D de acuerdo a la sus­
ceptibilidad de hospedador en fibro­
blastos de embrión de pollo genotípi- 
ca y fenotípicamente diferentes. Es­
ta es sin duda la más clara evidencia 
de la existencia de cuatro subgrupos 
virales con propiedades infectantes, 
diferentes. Ver cuadro N9 3.

Los fenotipos celulares identifica­
dos hasta ahora son C/O, C/A, C/B, 
C/AB, donde C significa pollo (chi- 
ken), la barra resistente a y la letra 
mayúscula el subgrupo viral excluido. 
Vogt e Ishizaki, 1965 (101).

Los fenotipos son controlados por 
dos locus autosómicos independientes 
llamados Tva y Tvb (Tumor virus A 
y tumor virus B, respectivamente). 
Ver cuadro N9 4.

Los alelos que controlan susceptibi­
lidad as bs son dominantes sobre los 
alelos que controlan resistencia ap br 
(hasta hoy no hay datos sobre suscep­
tibilidad o, resistencia para los sub­
grupos C y D).

Aparentemente los alelos para sus­
ceptibilidad controlan los sitios espe­
cíficos de penetración viral. Por lo 
tanto la resistencia genética, actuaría 
al mismo nivel que interferencia (pe­
netración o decapsidación).

El hecho de que las células resis­
tentes puedan ser infectadas de al­
guna forma con el genome del virus 
excluido (mediante mezclas fenotípi- 
cas) y producir progenie viral in­
fecciosa, establece definitivamente 
que la cubierta externa viral contro­
la las propiedades del subgrupo y no 
la célula hospedadora. La mayoría 
de los virus de leucosis aislados en 
condiciones de campo, corresponden 
al subgrupo A, y algunos al subgrupo 
B, se sospecha, además, la presencia 
del subgrupo C aunque nunca ha si­
do aislado.
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TABLA N° 1

VIRUS DEL GRUPO LEUCOSIS / SARCOMA

Neoplasia
Inducida

Subgrupo Viral
A B C D

Sarcomas
(Pseudotipos)

BH-RSV-RPL 12
BH-RSV-RAV 1 
BS-RSV-HPRS-F 42

BH-RSV-RAV 2 
BH-RSV-RIF 2

BH-RSV-RAV 49
BH-RSV-RAV 7
BH-RSV-RAV 4

BH-RSV-RAV 50

Espontáneos PRC 2-A
PRC 4
29 RSV

HA-RSV
PRC2
SR-RSV-2

PR-RSV
B 77
MH2

SR-RSV 
CZ-RSV

Leucosis 
Linfoidea

RPL 12
HPRS-F 42
RAV 1

RAV 2
RIF 2
RAV 6

RAV 49
RAV 7
RAV 4

RAV 50

Eritroblastosis ES 4 AEV-R
Mieloblastosis AMV-A AMV-B

Osteopetrosis MAV-1
ARC
MAV-2

RAV 3
RAV 5
FAV 1
FAV 2
SR-RSV-1
FSV-FAV-1 

| FSV-FAV-2

CUADRO N9 2

INTERFERENCIA ENTRE LOS VIRUS TUMORALES AVIARES

Virus
Interferente

Subgrupo de RSV usado para enfren­
tamiento (Revelador)

A B

Subgrupo A Interferencia No Interferencia
Subgrupo B No Interferencia Interferencia
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CUADRO N<? 3

RESISTENCIA CELULAR CONTRA LOS VIRUS TUMORALES AVIARES

Fenotipo

celular

Subgrupo de Virus Tumorales Aviares

A B

C/O Sensible Sensible
C/A Resistente Sensible
C/B Sensible Resistente
C/AB Resistente Resistente

CUADRO N9 4

Nomenclatura Genotípica y Fenotípica para la resistencia celular a los 
virus tumorales aviares controlados por los locus Tva y Tvb

Genotipo Fenotipo 
(celular)

Sensible (S) o resistente (R) a 
los distintos subgrupos de los vi­
rus tumorales aviares de los sub­
grupos A y B.

A B

a’a" b’b" C/O S S
a’a' b’b’ C/O S S
a'a' b’b’ C/A R S
a’a’ b’b' C/O S S
a’a' b’b' C/O s S
a'a' b’b' C/A R S
a’a" b'b' C/B S R
a‘a' b'b' C/B S R
a'a' b'b' C/AB R R

10. Virus del grupo Leucosis 
Sarcoma Defectivos

La cepa Bryan High titer del vi­
rus de Sarcoma de Rous (BH-RSV) 
produce áreas focales de células 
transformadas al infectar cultivos 
de fibroblastos de embriones de po­
llo en cultivos de tejido.

Estas células transformadas toman 
una típica apariencia redondeada y

al no existir inhibición por contacto 
crecen sin restricción hasta formar 
varias capas celulares que caracteri­
zan al foco (foci).

Cuando esta preparación viral se 
diluye por encima de su punto final 
(end point) en lo que a formación 
de focos se refiere, podemos aislar 
otra partícula viral denominada Vi­
rus Asociado de Rous (Rous Associa­
ted Virus). RAV que no produce efec­
to citopatológico y está siempre pre-
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sente en las preparaciones de BH- 
RSV. Luego de la propagación del 
Virus Asociado de Rous por varios 
pasajes en fibroblastos de embrión de 
pollo, induce resistencia al posterior 
enfrentamiento con Virus de Sarco­
ma de Rous.

RAV y RSV no se diferencian ni en 
termolabilidad, sitio de maduración 
celular, crecimiento, especificidad in- 
munológica (el antígeno específico de 
grupo gs. es común a ambos), carac­
terísticas fenotípicas de la envoltura 
externa y susceptibilidad celular. La 
única diferencia es la incapacidad de 
formar focos en cultivo de tejidos y 
sarcomas en pollos por parte de RAV. 
De la inoculación en pollos resulta la 
aparición de leucosis linfoidea, por lo 
que son incluidos en el grupo, de virus 
Leucosis/Sarcoma.

Si se aíslan por clonado, focos de 
células transformadas usando baja 
multiplicidad de infección (inoculum 
que producirá poco efecto citopatoló­
gico en el cultivo) al propagarse en 
medio adecuado, estas células trans­
formadas se propagan en forma in­
definida manteniendo sus caracterís­
ticas morfológicas, pero fallan en la 
producción de virus infecciosos, ya 
sea RSV o RAV, presentes en el ino­
culum original.

Sin embargo la adición de RAV a 
estas células transformadas y clona­
das, inicia la síntesis de RSV y RAV 
en grandes cantidades, con las carac­
terísticas del virus RAV infectante.

Estas evidencias demuestran en 
forma más que suficiente la defecti- 
vidad de RSV, ya que necesita la 
ayuda de un virus ayudante (Helper) 
(RAV) para la síntesis de un virus 
infectante completo.

Cualquiera de los virus de campo 
aislados de casos de Leucosis Linfoi­
dea actúa como virus ayudante de la 
producción viral en estas células No 
Productoras.

De las cepas testadas hasta ahora 
B.H, Harris y Fujiyami han demostra­
do ser defectivas en tanto no lo son 
Schmidt-Ruppin (SR) y Prague (PR).

Las células transformadas por el 
RSV, llamadas NP (non producers) 

forman- la base del test de NP que 
detallaremos más adelante siendo hoy 
conocidas como L-R (células de Rous 
negativas a Leucosis).

La propiedad defectiva de RSV ra­
dica en su genome que es incapaz de 
dirigir la síntesis de su cubierta ex­
terna (envelop) necesitando para ello 
la ayuda de un virus ayudante. Ver 
cuadro N? 5.

Por lo tanto el virus ayudante co­
laborará en la síntesis de su cubierta 
externa al infectar la misma célula, 
es decir RSV usará la cubierta exter­
na del virus (RAV) ayudante, y por 
lo tanto adquirirá sus características 
fenotípicas.

Es en esta forma como se producen 
las mezclas fenotípicas virales, si por 
ejemplo, infectamos simultáneamente 
un cultivo celular de células fenotí- 
picamente determinadas como C/O 
con un virus del subgrupo A y otro 
del subgrupo B tendremos células in­
fectadas por ambos virus cuyas cu­
biertas externas, serán mosaicos an- 
tigénicos de los virus infectantes (A 
y B), pero llevarán el genome de uno 
u otro. Este hecho posibilitará que ese 
virus infecte y multiplique en células 
que previamente le eran resistentes, 
ya que como vimos anteriormente la 
resistencia o susceptibilidad a la in­
fección en lo que concierne a la par­
tícula viral, depende de su envoltura 
externa, y ésta será una mezcla de 
ambas envolturas externas (A y B).

Este fenómeno refirma que la re­
sistencia o susceptibilidad a la infec­
ción se manifiesta en los procesos de 
decapsidación o penetración y no en 
la multiplicación, Piraino 1967 (73).

Las células L-R (NP) resultantes de 
la infección de una célula susceptible 
a la infección, por una partícula de 
RSV defectiva, fueron consideradas 
por muchos investigadores como No 
Productoras absolutas, confirmando 
la hipótesis de defectividad del Virus 
de Sarcoma de Rous.

Recientes investigaciones demues­
tran la falla del sistema celular em­
pleado anteriormente en la detección 
de virus infeccioso producido por las 
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células NP, Hamadas correctamente 
L-R de acuerdo a la terminología em­
pleada para la nomenclatura de bac­
teriófagos, Hanafusa 1968 (48).

Vogt 1967 (102), y Weiss 1967 (103) 
y 1968 (104), demuestran la síntesis 
de virus infeccioso detectable en fi­
broblastos C/A y C/O. Esta suscepti­
bilidad de hospedador por demás in­
usual, los llevó a llamarlos RSV (0), 
característico además por su alto- gra­
do de interferencia con miembros del 
subgrupo B.

Hay dos tipos de RSV (0), uno pro­
ducido por célula L-Ra conocido como 
RSV (0)a sin hospedador conocido y 
otro producido por las células L-Rp, 
llamado RSV (0) 0 con baja infeccio- 
sidad en fibroblastos C/O, C/A e in­
terferencia con miembros del subgru­
po B.

La producción de estos tipos virales 
no está determinada solamente por el 
genome viral, sino por una más es­
trecha interacción célula-virus, tal 
como lo sugiere Hanafusa 1970 (49).

CUADRO N9 5

FUCIONES CONTROLADAS POR:
Virus Ayudante

FUNCIONES CONTROLADAS POR:
Genome de RSV

(independientes del ayudante)

Maduración Viral Replicación del RNA viral

Especificidad antigénica de 
la cubierta externa

Transformación de la célula 
infectada

Susceptibilidad de hospedador Morfología celular

Patrón de interferencia Morfología del foco

Presencia de Gs., antígeno 
específico de grupo.

11. Ocurrencia

La presencia del virus causal de 
Leucosis Linfoidea ha sido demostra­
do en casi todas las poblaciones de 
pollos controladas, ya sea por la pre­
sencia de virus o la presencia de an­
ticuerpos neutralizantes. (El aisla­
miento del virus se realiza en aves 
adultas o en su progenie, ya que se 
transmite en forma vertical, vía em­
brión) .

Es frecuente la ocurrencia de virus 
del subgrupo A en condiciones de 
campo, los virus del subgrupo B son 
menos frecuentes, y los del grupo C 
hasta ahora son sólo mantenidos y 
estudiados en condiciones de labora­
torio.

La infección ocurre antes de llegar 
las aves a la madurez sexual, pero la 
incidencia de la enfermedad es baja 
en esta época, aumentando paulatina­
mente con el correr del tiempo.

La presencia de la enfermedad es 
de tipo enzoótico, aunque a veces se 
han reportado casos epizoóticos de os­
teopetrosis o hemangiomatosis.

El hospedador natural del virus es 
el pollo, pero por pasajes sucesivos y 
rápidos se posibilita su adaptación a 
un hospedador inusual, inclusive ma­
míferos. De todos los virus tumorales 
conocidos, el virus de Sarcoma de 
Rous es el poseedor del más ancho 
espectro de susceptibilidad. Ahlstrom 
1964 (1).
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12. Transmisión

La mayoría de los datos acumula­
dos por la bibliografía acerca de la 
transmisión de los virus del grupo 
Leucosis/Sarcoma, están relacionados 
a Leucosis Linfoidea.

La transmisión de la enfermedad 
ocurre en forma horizontal o verti­
cal, Burmester y Walter 1961 (20), 
1962 (21) y Rubin, Cornelius y Fans- 
hier 1961 (83), ave a ave la primera 
y madre a hija la segunda, vía 
huevo.

El virus se elimina por saliva y he­
ces, Burmester 1954 (19), por lo que 
las aves pueden fácilmente infectar­
se por vía aerógena.

Sin embargo la transmisión hori­
zontal de la enfermedad se realiza en 
forma ineficiente, pues el virus se in­
activa fácilmente en el exterior, y en­
tonces el contacto entre ave y ave se 
hace necesario para la transmisión 
horizontal, Burmester 1954 (19). A la 
infección horizontal, por contacto o 
por aerosoles resulta una inmediata 
respuesta inmunitaria con producción 
de anticuerpos que pueden detectarse 
fácilmente por test de neutralización.

La transmisión vertical es la más 
importante, ya que resulta en la per­
petuación del virus y provee la fuen­
te de infección por contacto a los de­
más. En casos de campo pueden iden­
tificarse cuatro tipos distintos de res­
puestas a la infección viral:

1. Virémicos sin anticuerpos, fue­
ron infectados a temprana edad 
o in ovo, son inmunotolerantes. 
Las hembras con estas caracte­
rísticas son las principales sem­
bradoras del virus.

2. Alto nivel de anticuerpos, no se 
detecta virus.

3. Aves con anticuerpos, pero que 
ocasionalmente siembran virus.

4. Aves sin virus y sin anticuerpos

Los machos no transmiten la en­
fermedad por vía congénita, pese a 
la demostración de partículas virales 
en sus órganos seminales. En contras­
te, la mayoría de los embriones de 

hembras virémicas, serán constante­
mente virémicos.

Los principales índices de mortali­
dad se registran en los lotes prove­
nientes de aves virémicas y no, de 
no virémicas.

El aislamiento de virus de saliva de 
pollos de 1 día de edad confirma que 
están infectados in ovo, y permane­
cerán inmunotolerantes durante toda 
la vida, actuando como fuente de in­
fección horizontal para los demás po­
llos del plantel.

De los pollos infectados congénita- 
mente o por contacto' en los primeros 
días de vida, sólo pocos desarrollan 
tumores en condiciones naturales. En 
el desarrollo tumoral incidirá funda­
mentalmente la constitución genética 
del hospedador.

Actualmente se considera la exis­
tencia de dos niveles de resistencia 
a Leucosis Linfoidea, se presume la 
existencia de un tercer nivel aún no 
demostrado.

Cuando el virus infecta el animal, 
las primeras manifestaciones están 
dadas por la susceptibilidad o resis­
tencia celular como ya lo explicamos 
anteriormente, ésta correspondería a 
la primera barrera de defensa y está 
determinada genéticamente por la 
existencia de un alelo autosómico re­
cesivo para los subgrupos A y B.

Infectada la célula, sucede la mul­
tiplicación viral y la subsecuente pro­
ducción de anticuerpos (no hay pro­
ducción de anticuerpos si no hay mul­
tiplicación viral) y pueden entonces 
desarrollarse o no tumores. Esta es la 
segunda barrera de defensa, es decir, 
la de desarrollar o no, tumor. Esta 
segunda barrera podría ser de natu­
raleza inmunitaria; o bien la forma­
ción de tumor puede corresponder a 
una determinada cantidad de virus 
mínima como para inducir neoplasia.

Un ejemplo muy interesante lo dan 
las líneas genéticas de pollos de alto 
grado de consanguinidad, manteni­
das en el Regional Poultry Research 
Laboratory East Lansing, Michigan. 
Ver cuadro N? 6.
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CUADRO N<? 6

Línea Fenotipo
Susceptibilidad 
celular a infec­
ción viral

Formación de tumor

7 C/AB resistente a A-B no
6 C/O susceptible A-B-C-D no

15 I C/O susceptible A-B-C-D sí

Es por esto que la selección por re­
sistencia a cualquiera de estos dos ni­
veles adquiere importancia. La pri­
mera barrera interviene en forma de 
resistencia a la infección y reduce la 
incidencia de la enfermedad. Los test 
realizados en poblaciones comerciales 
demuestran la existencia de los alelos 
para resistencia a los subgrupos A 
y B.

El segundo mecanismo de defensa 
permanece aún indefinido, y los re­
sultados no son conclusivos, indican­
do la existencia de una gran variabi­
lidad a este nivel.

La introducción de genes que indu­
cen resistencia en las líneas comer­
ciales es muy atractiva sobre todo en 
el caso del primer nivel de defensa 
(donde está), controlado por un solo 
gen simple.

Además la introducción de un gen 
que ofrezca resistencia a la infección, 
finalmente conducirá la erradicación 
completa de la enfermedad.

13. Espectro tumoral

Cuando una cepa viral del Grupo 
Leucosis/Sarcoma se propaga en for­
ma seriada utilizando altas dosis de 
virus, se obtiene una respuesta tu­
moral similar luego de cada pasaje 
(considerando la utilización de una 
misma fuente de aves susceptibles). 
Un buen ejemplo es el virus de Sar­
coma de Rous que siempre induce 
tumores sólidos del tejido conectivo. 
Sin embargo las cepas que producen 
tumores del tejido hematopoyético a 
veces producen tumores sólidos. El es­
pectro tumoral puede demostrarse fá­
cilmente en el pleitropismo de res­

puestas que manifiestan los distintos 
virus testados.

Casi siempre al producirse un cam­
bio en el método de transmisión se 
produce una variación en la respues­
ta tumoral.

Hay dos teorías para explicar esta 
variación. Una expresa que un solo 
virus es capaz de producir las dis­
tintas respuestas. La segunda, que 
cada manifestación patológica es 
producida por una cepa viral dife­
rente, y por lo tanto la mayoría de 
las cepas que producen más de una 
respuesta tumoral serían mezclas de 
cepas virales. No existen evidencias 
conclusivas de ninguna de las dos 
hipótesis, y las dos posibilidades son 
factibles.

Hay pruebas experimentales sufi­
cientes con virus de Sarcoma de 
Rous y Mieloblastosis Aviar, de que 
el pollo luego de infectado será pron­
to virámico y varios de sus sistemas 
celulares (conectivo y mielopoyético) 
soportarán la multiplicación y trans­
formación viral, pero otros, como el 
epitelial, no soportarán el crecimien­
to tumoral, por lo tanto hay una es­
pecificidad de tejido en lo que res­
pecta a espectro oncogénico.

Hay datos que sugieren que el sis­
tema genético que controla la infec­
ción y multiplicación viral, es com­
pletamente independiente de la cau­
sante transformación celular como 
lo discutiremos más adelante.

El mejor ejemplo de la especifici­
dad de los virus tumorales aviares es 
la relación existente entre virus y cé­
lulas susceptibles de la Bolsa de Fa- 
bricius en la producción de Leucosis 
Linfoídea. Aun cuando diferentes ti-
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pos celulares son infectados, la trans­
formación neoplásica sólo ocurre en 
la Bolsa de Fabricius. Luego de un 
largo período latente, las células de 
la Bolsa de Fabricius migran a otros 
tejidos y desarrollan allí tumores vi­
sibles a simple vista. La extracción 
de Bolsa de Fabricius antes de la pe- 
riferización celular de Bolsa de Fa­
bricius impide la aparición de Leu­
cosis Linfoidea; la bursectomía in­
fluencia la incidencia de Leucosis 
Linfoidea si se realiza hasta tres me­
ses luego del nacimiento.

Volviendo al tema inicial, si varia­
mos algunos factores en la inducción 
del tumor, la respuesta del inoculum 
será diferente. Burmester y Fredrick­
son 1961 (20).

Los factores que influencian esta 
variación son:

1. Origen del virus.
2. Dosis de virus administrada.
3. Ruta de inoculación.
4. Influencia del hospedador.
5. Edad.

14. Patología

Eritroblastosis

Muy rara en condiciones de cam­
po, aparece frecuentemente en inocu­
laciones experimentales con cualquie­
ra de los virus de Leucosis Linfoidea. 
El cuadro patológico es muy pareci­
do a los de leucemia eritroidea en 
medicina humana.

La etiología viral de esta leucemia 
es bien conocida, y hay varias cepas 
que producen una respuesta de 100 % 
de eritroblastosis luego de inocula­
das a pollos susceptibles de 1 día de 
edad, la enfermedad aparece a las 4 
semanas. Si se inocula con una dosis 
menor de virus o se retarda la inocu­
lación, el espectro patológico cambia 
y desciende la proporción de eritro­
blastosis aumentando la proporción 
de Leucosis Linfoidea.

Diagnóstico macroscópico: La alte­
ración más característica se observa 
en hígado y bazo, aparecen agran­
dados y de color rojo brillante. Asci­
tis es un hallazgo frecuente y en mé­

dula ósea se observa una liquefección 
característica de color rojo.

Diagnóstico microscópico: Es en 
médula ósea donde se aprecian los 
cambios más drásticos. La arquitec­
tura característica con focos bien de­
limitados y aislados de células eri- 
troideas intrasinusoidales, está com­
pletamente alterada. Los sinusoides 
del hígado y bazo están repletos de 
células eritroideas de tipo neoplásico, 
resultando la conocida leucoestasis 
(leukostasis) que caracteriza a esta 
leucemia intravascular, Feldman y 
Olson, Biester y Swarte 1964 (42).

Mieloblastosis:

Es una de las primeras manifesta­
ciones virales leucémicas estudiadas, 
Ellermann y Bang 1908 (38). La cepa 
más característica es la AMV aislada 
por Beard. La sangre periférica está 
repleta de formas mieloblásticas in­
maduras en los casos agudos. Son co­
munes cuentas de hasta el 70 % de 
glóbulos blancos inmaduros, aunque 
pueden encontrarse formas subagu­
das con pocas células inmaduras cir­
culantes. Diluciones de este virus pro­
ducen nefroblastoma y osteopetrosis.

Diagnóstico macroscópico: La mé­
dula ósea aparece hiperplástica, de 
color marrón. Hay hepatomegalia y 
esplenomegalia con tumores difusos 
en riñón. El diagnóstico diferencial 
con eritroblastosis, no es fácil aun­
que la diferencia en la coloración de 
los órganos viscerales (hígado y bazo 
intensamente rojos en eritroblasto­
sis), médula ósea roja en eritroblas­
tosis y marrón en mieloblastosis y la 
presencia de ascitis en eritroblastosis 
ausente en la mayoría de los casos en 
mieloblastosis.

Diagnóstico histológico: Las célu­
las neoplásticas varían en su morfo­
logía pero son de un tamaño aproxi­
mado a las 10 u. Es frecuente obser­
var prolongaciones citoplásmicas. El 
citoplasma es basófilo • con gránulos 
y vacuolas, la diferencia con linfo- 
citos grandes, es fácilmente aprecia­
ble ya que estos últimos tienen la
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cromatina agrumada y halo perinu­
clear.

Hay células en distinto grado de 
maduración, pero la médula ósea es 
el órgano básico constituido por una 
sólida masa celular de mieloblastos. 
La cuenta de mieloblastos en sangre 
periférica puede llegar a 1.000.000 por 
cm3. Si la inoculación de virus se 
realiza a las 8 semanas, la Bolsa de 
Fabricius, actúa como antagonista y 
la enfermedad no desarrolla, en opo­
sición a Leucosis Linfoidea, Saluda 
1967 (7).

Mieiocitomatosis

Está estrechamente relacionada a 
mieloblastosis, ya que el grupo celu­
lar susceptible es de la serie granu- 
locítica, pero a diferencia de mielo­
blastosis presentan una forma más 
madura.

La enfermedad es de etiología vi­
ral, Mladanov 1967 (64), reproducible 
por repetidas inoculaciones, y asocia­
da a mieloblastosis. Es de aparición 
muy poco común y ocurre frecuente­
mente en aves maduras, como una 
manifestación subleucémica o aleu­
cémica.

Diagnóstico macroscópico: Es fre­
cuente la aparición de focos blandos, 
de color pálido o amarillento disper­
sos en los tejidos viscerales o en los 
huesos blandos (quilla por ejemplo).

Diagnóstico microscópico: Compac­
tos nodulos de mielocitos con núcleo 
mono o bilobulado, gránulos acidófi- 
los en citoplasma, que los hace indis­
tinguible de un estado preosinófilo o 
preheterófilo.

En la médula hay una proliferación 
de mieloblastos en capas, no como en 
mieloblastosis que forman una masa 
compacta.

Fibrosarcoma-Endotelioma-
Hemangioma-Nefroblastoma

Estos son considerados tumores só­
lidos. Las cuatro son de etiología vi­
ral y corresponden junto a ías ante­
riormente nombradas al espectro de 

la cepa RPL-12. De estos tumores el 
más frecuentemente hallado en con­
diciones de campo es el fibrosarcoma 
del cual el Sarcoma de Rous es un 
clásico ejemplo.

El Sarcoma de Rous es usualmente 
un fibrosarcoma sólido y denso, cuan­
do ocurre en tejidos duros, pero tie­
nen características de mixofibromas 
cuando ocurre en tejidos blandos.

Hemangiomas y Endoteliomas son 
frecuentes en hígado, con lesiones 
hemorrágicas por rotura de capilares, 
dispersas en distintas partes.

Los nefroblastomas son muy simi­
lares a los nefromas embrionarios hu­
manos, nunca producen metástasis y 
aparecen en aves adultas, es de fre­
cuente observación en algunas cepas 
de Mieloblastosis Aviar (AMV) •

Osteopetrosis

Causada por RPL 12, AMV y recien­
temente purificada una cepa que pro­
duce 100 % osteopetrosis (Moscovicci, 
University of Florida). Es una displa- 
sia diafisiaria progresiva que afecta 
generalmente los huesos largos. Ocu­
rre exclusivamente en los machos. El 
proceso proliferativo envuelve trastor­
nos con nueva formación de hueso, 
que se agrandan notablemente con 
muy poca médula ósea, Bell y Cam­
bell 1964 (10). Pese a ser un proceso 
proliferativo no es considerado neo- 
plásico.

Leucosis Linfoidea

Esta enfermedad fue observada en 
1896 por Caparini. La cepa RPL-12 
caracteriza a este cuadro patológico 
pese a cubrir además un gran espec­
tro del área tumoral.

Ocurre generalmente en aves adul­
tas, con lesiones en hígado y bazo.

Ningún órgano está exento de ma­
nifestar linfomas, sin embargo no se 
han observado proliferaciones neo- 
plásicas en el sistema nervioso cen­
tral.

La patogénesis de la enfermedad ha 
sido demostrada experimentalmente.
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El virus ataca primero las células 
de los folículos de la Bolsa de Fabri­
cius, Cooper, Burmester 1968 (31).

Si la bolsa se extrae por métodos 
quirúrgicos o se impide su desarrollo 
por inoculación de andrógenos o de­
rivados, la enfermedad no desarrolla 
ante la falta de las células recepto­
ras (target). Es por eso que a esta en­
fermedad se la denomina dependien­
te de la Bolsa de Fabricius.

Las células infiltrativas y prolife- 
rativas de tipo linfoblástico primiti­
vo, algunas veces referida en la lite­
ratura como hemocitoblasto o de tipo 
hemocitoblástico, productoras además 
de gammaglobulina.

El concepto actual considera indis­
pensable la presencia de células de 
la Bolsa de Fabricius para la apari­
ción de la enfermedad, en la que pri­
mero ocurriría la transformación ce­
lular, y luego de un período de la- 
tencia, migraría a los tejidos visce­
rales proliferando en forma neoplá- 
sica.

Las aves bursectomizadas permane­
cen virémicas durante toda su vida, 
pero sin producción de tumores y una 
marcada incapacidad en la produc­
ción de anticuerpos neutralizantes. 
Sugiriendo una marcada dicotomía 
en transformación celular (oncogéne- 
sis viral) y multiplicación viral a ni­
vel de hospedador, hecho que reafir­
ma la existencia de más de un nivel 
de defensa, Schudel (88).

Todos los intentos realizados para 
reconstruir aves bursectomizadas con 
trasplantes de este órgano y así acla­
rar la patogénesis de la enfermedad, 
han resultado hasta hoy infructuosos, 
Schudel 1970 (88).

La transformación neoplásica en 
Bolsa de Fabricius es siempre intra- 
folicular, lo que facilita la diferen­
ciación patológica con enfermedad de 
Marek en que la infiltración es inter­
folicular.

Los acúmulos linfoideos son extra­
vasculares a diferencia de eritroblas­
tosis en que son intravasculares.

El principal sistema afectado es el 
linfopéyico, con leucemia o no, aun­
que a veces el sistema hematopéyico 

está relacionado en forma directa 
(médula ósea), Hemboldt y Fredrik- 
son 1968 (51).

15. Posibilidades de Control

Erradicación

La infección causada por virus del 
grupo Leucosis/Sarcoma ha sido erra­
dicada en una serie de experimentos 
en poblaciones avícolas destinadas a 
propósitos experimentales.

Los resultados indican claramente 
que cuando la infección ha sido eli­
minada del plantel, no son necesarias 
medidas extremas de aislamiento pa­
ra impedir la infección.

No hay vacuna utilizable, ni nunca 
se ha intentado su producción.

El que un programa de erradicación 
sea un procedimiento aplicable prác­
ticamente depende de tres factores:

a) Costo del programa de test.
b) El grado de infección del plantel.
c) La posibilidad de reinfección.

Se han desarrollado varios sistemas 
de test para la detección de virus o 
anticuerpos de leucemia linfoidea, la 
mayoría depende de cultivo de tejido 
por lo que son relativamente caros.

A) Elementos de control

Test de RIF: Rubín 1960 (82).

Las bases fueron detalladas ante­
riormente.

Fue el primer test con que se con­
tó en condiciones experimentales, y 
con el que se inició la producción de 
“SPF flocks”, grupos de pollos libres 
de enfermedad (Specific Pathogen 
free flock). Los principales inconve­
nientes de este test son:

a) Un largo período de test.
b) Los fibroblastos de embrión de 

pollo deben ser mantenidos por 
largo tiempo en excelentes con­
diciones.

c) Sólo detecta virus de un subgru­
po a la vez, por lo que para evi­
tar errores hay que efectuar por 
lo menos tres test simultáneos 
(uno para cada subgrupo).
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Test de COFAL: Sarma 1964 (85).

Es un test de fijación de comple­
mento y depende de la presencia del 
antígeno específico de grupo en el 
núcleocapsid del virus. El antisuero 
utilizado para reconocer el antígeno 
problema, es producido en hamster, 
paloma o conejo. Como el antígeno gs 
es común a todos los subgrupos del 
grupo Leucosis/Sarcoma, se detectan 
todos los subgrupos con facilidad.

Test de L-R: Long-Rispens-Okazaki 
1970 en prensa (60), Schudel 1970 (87).

Basado en la activación específica 
de las células L-R ya descripta. Cuan­
do estas células crecen en presencia 
de un virus de leucosis sintetizan vi­
rus en forma completa que es fácil­
mente demostrable en cultivo de fi­
broblastos apropiados. En 12 días se 
pueden dar un resultado del test. El 
virus producido por las células puede 
inocularse en huevos, pollos o cultivo 
de células.

Permite identificar todos los miem­
bros del grupo e individualizarlos. Es 
el más sensitivo de todos los test.

Test de inmunofluorescencia

Usado indistintamente para la de­
tección de virus o anticuerpos de 
acuerdo al test empleado, es especí­
fico de subgrupo por lo que se deben 
utilizar sueros específicos a cada sub­
grupo.

Test de neutralización

Para la detección de anticuerpos, 
como dependen de las características 
de la cubierta externa debe utilizarse 
virus específico de cada subgrupo.

B) Resistencia Genética

Tal como mencionáramos en pági­
nas anteriores la selección por resis­
tencia a la infección es actualmente 
una buena posibilidad de erradica­
ción de la enfermedad, o por lo me­
nos para su control.

La erradicación probablerpente ocu­
rra antes de llegarse a un 100 % de 
resistencia. Sin embargo los criado­

res deben considerar distintos facto­
res que pueden influenciar la econo­
mía de sus planteles, y tal vez con­
siderar también que no sólo pueden 
seleccionar para el primer nivel de 
defensa sino para el segundo, o sea, 
la aparición de tumores.

II - ENFERMEDAD DE MAREK

Con el nombre de Enfermedad de 
Marek se describe a una enfermedad 
infecciosa y linfoproliferativa de las 
aves, conocida comúnmente por un 
gran número de sinónimos (neurolin- 
fomatosis, parálisis de las aves, pa­
rálisis de Marek, etc.).

Pese a ser conocida por más de 50 
años se la ha confundido en el diag­
nóstico de su forma patológica visce­
ral con Leucosis Linfoidea, causada 
por un virus RNA como vimos ante­
riormente. Recientes adelantos en el 
estudio etiológico de Enfermedad de 
Marek justifican la separación lleva­
da a cabo por Biggs en 1960 (11), de 
Leucosis Linfoidea.

Es una enfermedad de etiología vi­
ral, infecciosa y contagiosa en cuyo 
cuadro patológico intervienen formas 
neoplásicas del tejido linfoideo y pro­
cesos inflamatorios con una caracte­
rística predilección por el sistema 
nervioso periférico.

Causada específicamente por un vi­
rus del grupo Herpes de caracterís­
ticas oncogénicas (DNA), aislada por 
varios grupos de investigadores en 
forma simultánea.

Las evidencias de oncogénesis pro­
ducidas por un virus Herpes en En­
fermedad de Marek aumenta la ex­
pectativa de los medios virológicos 
mundiales ya que podría adquirir 
gran importancia como modelo expe­
rimental. Hace no mucho tiempo se 
aisló un virus Herpes del adenocarci­
noma de rana o tumor de Lucké Fau- 
cett D. W. 1956 (41) y Lunger P. D, 
1965 (61) y en 1966 Raucher y col. 
(75) publican el hallazgo de un virus 
Herpes asociado a sistemas celulares 
de Linfoma de Burkitt. Por último 
Meléndez en 1970 (63) consigue la re­
producción de linfomas de gran ma- 
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lignidad, en monos, empleando un vi­
rus Herpes.

Los virus Herpes están distribuidos 
en todo el reino animal y la relación 
virus y enfermedad (en nuestro caso 
neoplasia) debe ser tomada con cau­
tela. Aun así el presente trabajo 
aporta suficientes evidencias como 
para confirmar la etiología viral de 
Enfermedad de Marek, aunque no 
aclarar definitivamente el problema 
le su actividad oncogénica.

1. Etiología

Churchill y Biggs en 1967 (32), ais­
laron un virus Herpes íntimamente 
asociado al sistema celular empleado 
(riñón de pollo) y simultáneamente 
Solomon J. y col. (93) en el Regional 
Poultry Research Laboratory East 
Lansing, aislaron un virus de carac­
terísticas similares en cultivos de fi­
broblastos de embrión de pato. La ca­
racterización final como virus Her­
pes la dio Nazerian en 1968 (66) (67), 
con microscopía electrónica en fibro­
blastos de embrión de pollo y pato.

Posteriormente se registraron ais­
lamientos de virus Herpes de carac­
terísticas similares a los ya mencio­
nados confirmando los aislamientos 
iniciales.

En muy pocas oportunidades se han 
observado partículas de virus Herpes 
en tumores viscerales o lesiones neu- 
rales de la enfermedad, en cambio sí 
se observan con regular asiduidad en 
cultivo de tejidos obtenidos de aves 
infectadas con virus Herpes. Sin em­
bargo se han observado partículas vi­
rales de tipo C en nervios y linfocitos, 
de casos de Enfermedad de Marek, 
Distéfano y Dougherty 1964 (36), 
Wight y col. 1967 (105).

En 1969 K. Cook (30), sugiere la 
existencia de Virus de Retículo endo- 
teliosis (RE) y virus sinsicial respi­
ratorio (SRV) en las preparaciones 
obtenidas de casos de enfermedad 
de Marek.

Estos datos son posteriormente rec­
tificados ya que estos virus se pre­
sentaban como contaminantes de sus 

medios de cultivos y no correspon­
dían a agentes etiológicos de Enfer­
medad de Marek.

En 1969 Witter y col. (107) aporta 
datos convincentes sobre la etiología 
de la enfermedad, aunque persiste en 
ellos la duda de la transmisión de la 
enfermedad por filtrados libres de cé­
lulas, que posteriormente fue aclara­
do como veremos más adelante.

Resumiendo, las evidencias circuns­
tanciales de que un virus Herpes es 
el agente causal de enfermedad de 
Marek son los siguientes:

1. En todas las cepas de virus de 
Enfermedad de Marek fue posi­
ble aislar un virus Herpes, re­
sultando negativo el intento de 
aislar virus Herpes de pollos 
mantenidos en condiciones de 
aislamiento.

2. Fue aislado en un 68 % de po­
blaciones avícolas con o sin his­
toria de aparición de Enferme­
dad de Marek en forma clínica, 
Burmester 1969 (23).

3. Se aisló de 85 pollos sobre 86 
con lesiones macro y microscó­
picas.

4. Se obtuvo una correlación del 
87 % entre cultivos de células 
infectadas, con efecto citopato- 
lógico evidente, y producción de 
la enfermedad al inocular a po­
llos.

Por último, este virus Herpes reco­
gido de folículo de pluma de pollos 
infectados, tratado convenientemente 
a fin de liberarlo de material celular, 
resultó altamente infeccioso, luego de 
la inoculación a pollos. Siendo ésta 
una prueba confirmatoria de que un 
virus Herpes es el agente etiológico 
de Enfermedad d e Marek (MDV o 
MDHV), Nazerian y Witter 1970 (68).

En base a la morfología de la par­
tícula viral, su contenido en ácido 
nucleico, actividad de inhibidores de 
síntesis y estrecha asociación celular 
el agente etiológico de Enfermedad de 
Marek ha sido clasificado como miem­
bro del grupo B de los virus Herpes.
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2. Propiedades Físicas

La partícula viral infecciosa co­
rresponde por sus características mor­
fológicas a un virus Herpes con 162 
capsómeros y dos envolturas de na­
turaleza celular. Su ácido nucleico es 
DNA constituyendo la parte central 
de su nucleocapsid. Mide de 150-200 
mu y es muy difícil observarlo en pre­
paraciones libres de células. Nazerian 
1970 (69).

El gradiente de densidad en cloruro 
de cesio del DNA viral, es de 1,716 
gn/cm.3 a diferencia del DNA celular 
que es de 1,702 gn/cm.3. Lee y col. 
1970 (59), datos que corresponden a 
la cepa GA de Enfermedad de Marek 
muy similares a los obtenidos por el 
mismo grupo con la cepa JM.

3. Propiedades químicas

Lee y Nazerian, y Burmester 1970 
(59), concluyen que para la cepa GA, 
asumiendo que la molécula de DNA 
es linear, la composición de bases es 
de 57 % de guanina más citosina en 
contraste a un 43 % de las mismas 
bases en el DNA celular.

La exacta proporción de constitu­
yentes químicos y las características 
químicas de su envoltura externa no 
han sido aún determinadas.

Las observaciones primitivas de la 
inhibición de la síntesis viral por com­
puestos químicos, específicamente in­

hibidores de la síntesis del DNA, co­
mo 5-bromo-desoxiuridina y la cons­
titución química de los corpúsculos 
de inclusión indican que esta enfer­
medad, es causada por un virus DNA, 
Churchill y Biggs, 1967 (32), Witter, 
Burgoyne, Salomon, 1968 (106).

4. infraestructura

El efecto citopatológico se mani­
fiesta en cultivo de fibroblastos de 
embrión de pato y cultivo de células 
renales de pollo, algunas cepas dan 
efecto citopatológico en cultivos de 
fibroblastos de embrión de pollo.

No hay evidencias de efecto cito­
patológico en células de mamíferos 
bajo las condiciones experimentales 
empleadas.

El efecto citopatológico se mani­
fiesta por la formación de placas fo­
cales discretas. Las placas contienen 
células esféricas, predominantemente 
policariocitos, con cuerpos de inclu­
sión intranucleares Felguen positivos 
indicando que la inclusión contiene 
DNA.

Es posible distinguir entre el efecto 
citopatológico producido por las ce- 
pas de virus de Enfermedad de Marek 
y la cepa vaccinal obtenida de pavo.

Pese a que hay gran similitud entre 
el efecto citopatológico sobre cultivo 
de fibroblastos de embrión de pato y 
riñón de pollo es posible establecer 
diferencias (cuadro N9 7).

CUADRO N<? 7

Efecto citopatológico

— Tiempo luego de 
inoculación

Fibroblastos de 
embrión de pato 

6-9 días
Riñón de Pollo

3-7 días

— Tamaño Mayor de 1 mm. Mayor de 0.5 mm.

— policariocitos 
esféricos + +

— células irregulares + —
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En los cuerpos de inclusión intra- 
nucleares es posible observar partícu­
las virales. La mayoría de las par­
tículas virales observadas en el nú­
cleo correspondían a viriones desnu­
dos, aunque también se observan vi­
riones completos pero dentro de ve­
sículas nucleares. Parecería que en 
caso de replicación viral in-vivo la 
cantidad de virus con cubierta ex­
terna en citoplasma es mucho mayor 
a la replicación in-vitro y probable­
mente influiría en la eficiente salida 
de partículas virales infecciosas.

En coloraciones negativas de las 
partículas virales es posible observar 
una cubierta externa, núcleocapsid y 
un material filamentoso entre capsid 
y cubierta externa.

Aún se necesita mayor énfasis en 
los estudios ultraestructurales de la 
partícula viral.

En el epitelio de los folículos de 
pluma los cambios ultraestructurales 
con aparición de cuerpos de inclusión 
nucleares y gránulos citoplásmicos 
aparecen a nivel de la capa transiti­
va de la epidermis. Es posible obser­
var inclusiones citoplásmicas con 
gran cantidad de partículas virales en 
su interior.

5. Purificación

Es imposible hasta hoy hablar de 
preparaciones purificadas, excepto en 
las experiencias de composición quí­
mica ya mencionadas.

La estrecha asociación celular hace 
que desde el punto de vista práctico 
sea imposible encarar la obtención de 
materiales purificados sin una prepa­
ración viral de muy alto título ya 
que la infectividad del material dis­
minuirá al encontrarse libre de ele­
mentos celulares.

Recientes investigaciones prometen 
ampliar el campo de posibilidades en 
esta área, ya que permitirán obtener 
material infeccioso libre de elemen­
tos celulares, empleando para ello vi­
rus extraído de los folículos de pluma 
de aves previamente infectadas, Na- 
zerian y col. 1970 (68), Calnek 1969 
(26).

6. Antigenicidad

Por inmunofluorescencia es posible 
identificar antígenos específicos en 
el citoplasma de células infectadas 
in-vitro o en epitelio de folículos de 
pluma, como en un gran número de 
tejidos correspondiendo esta fluores­
cencia a la presencia de partículas 
virales, Calnek 1970 (26), Purchase 
1969 (74).

Al infectarse una célula renal, se 
forman nuevos antígenos a nivel de 
membrana celular, tal como ocurre 
en otros virus inductores de transfor­
mación celular, Chen, Purchase 1970 
(27).

En el suero de aves infectadas se 
detectan hasta cuatro bandas de pre­
cipitación diferentes en el test de di­
fusión en agar.

La infección viral determina la apa­
rición de anticuerpos precipitantes en 
el animal hospedador. También la de 
anticuerpos fluorescentes.

7. Ocurrencia

En condiciones naturales, cuando la 
infección se establece en un plantel, 
100 % de las aves son infectadas aun­
que no manifiesten síntomas clínicos 
o patológicos de la enfermedad.

Aparentemente los pollos están li­
bres de infección al nacer, y si están 
infectados esto ocurre en muy bajo 
nivel, Witter 1970 (108), Sevoian 1968 
(92). A los 9-16 días de edad comien­
za a detectarse virus circulante y en 
distintos tejidos, en aves inoculadas 
por vía intraperitoneal al nacer. Lo 
mismo sucede en aves expuestas en 
forma natural a la enfermedad al 
nacer. Las lesiones microscópicas apa­
recen entre las 4-5 semanas. Los an­
ticuerpos precipitantes se detectan 
entre las 6-7 semanas.

Si se detecta la presencia de anti­
cuerpos maternales, la respuesta se 
retrasa pero no disminuye el porcen­
taje de infección, aúnque datos pre­
liminares establecen una correlación 
entre mortalidad y presencia de anti­
cuerpos maternos.
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La extirpación de la Bolsa de Fa- 
bricius a edad temprana seguida de 
exposición natural a la enfermedad 
o inoculación no influye en la res­
puesta a la enfermedad, Payne 1970 
(en prensa).

8. Trasmisión

La trasmisión horizontal de la en­
fermedad, es la forma más común y 
la de mayor implicancia epidemioló­
gica, Sevoian 1968 (92), Witter 1970 
(109) lo demostraron, pese a realizar 
conclusiones diferentes frente a re­
sultados muy parecidos. El autor se 
solidariza con la opinión de Witter, 
ya que la trasmisión vertical de la 
enfermedad si existe es debida a con­
diciones excepcionales y no la vía na­
tural de trasmisión.

Hasta el hallazgo de un virus libre 
de células a partir de epitelio de fo­
lículos de pluma, la trasmisión expe­
rimental de la enfermedad ocurre sólo 
en presencia de células viables.

El virus está presente en la cavidad 
nasal y oral de las aves infectadas, 
eliminándose por tracto digestivo, fa­
cilitando así una rápida diseminación 
de la enfermedad, Sevoian y Cham­
berlain 1963 (90), Witter y Burmes­
ter 1968 (106), Kenzy y Biggs 1967 
(56).

Sobrevive por largos períodos en la 
suciedad de los gallineros y camas de 
pollos, Biggs y Payne 1967 (14), Wit­
ter, Burgoyne y Burmester 1968 (106).

El material obtenido de la desca­
mación epitelial de aves enfermas es 
posible desecarlo y congelarlo, sin 
pérdida de la infectividad, por largos 
períodos de tiempo. Estos resultados, 
demostrados por Calnek, sumados a 
los de existencia de virus libre de ele­
mentos celulares en folículos de pluma, 
aclaran más el panorama epidemio­
lógico de la Enfermedad de Marek, 
ya que esto significaría la vía de sa­
lida del virus del animal infectado. 
Las evidencias que hasta hoy tene­
mos, sugieren a las vías respiratorias 
como puerta de entrada del virus.

Se ha probado la existencia de vi­
rus infeccioso en un escarabajo de 

tierra, el Alphitabius diaperinus, lo 
que amplía aún más las consideracio­
nes epidemiológicas.

No hay diferencias en mortalidad 
por Enfermedad de Marek en lotes 
de pollos vacunados contra encefalo- 
mielitis aviar y no vacunados, Davis, 
Dawe y Brown 1969 (35).

Mucho se ha hablado de la influen­
cia de coccidiosis en Enfermedad de 
Marek y viceversa, pero hasta hoy, no 
hay absolutamente nada probado en 
ambos sentidos, varios intentos de 
investigadores reconocidos han fraca­
sado rotundamente.

9. Patología

Desde el punto de vista clínico se 
reconocen dos manifestaciones de 
Enfermedad de Marek:

a) Clásica: Los nervios periféri­
cos son los más afectados y por 
lo tanto las manifestaciones de 
parális's y trastornos motores 
caracterizan a este cuadro.

b) Aguda: Con predominio de tu­
mores viscerales y lesiones ner­
viosas menos frecuentes, el cur­
so de la enfermedad es muy cor­
to y la mortalidad es muy alta. 
Ataca frecuentemente pollos jó­
venes y es propia de los moder­
nos sistemas de explotación.

Diagnóstico: Se detallarán breve­
mente algunos caracteres de interés. 
El carácter diferencial de las lesiones 
de Enfermedad de Marek con las de 
Leucosis Linfoidea, será motivo de 
una publicación posterior.

Macroscópicamente, los nervios pe­
riférico, vago, ciático, braquial, celia- 
co, etc. y los plexos correspondientes 
son los más frecuentemente afecta­
dos, agrandados dos o tres veces su 
tamaño normal, o bien con pérdida 
de la coloración y estriación. Es fre­
cuente la aparición de tumor aciones 
nodulares aisladas.

Las formas viscerales no son dife- 
renciables en forma macroscópica de 
las de Leucosis Linfoidea, ya que ocu­
pan la misma distribución a excep­
ción de Bolsa de Fabricius. Los ór­
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ganos más frecuentemente afectados 
son: ovario, hígado, riñón y bazo, con 
menor frecuencia pero sin ser excep­
cionales en pulmón, corazón, Bolsa 
de Fabricius, músculo esquelético e 
intestino.

Microscópicamente, las lesiones neu- 
rales están constituidas por células 
pleomórficas, linfocitos grandes, me­
dianos y pequeños, células plasmáti­
cas y un tipo celular aberrante cono­
cido como células de Marek. Pueden 
parecer de tipo inflamatorio con ede­
ma y pequeños linfocitos o bien neo- 
plásico en los casos avanzados de la 
enfermedad.

Pese a afectar el tejido hematopo- 
yético, es alecucémica, y sólo puede 
parecer leucémica en los últimos es­
tadios de la enfermedad. General­
mente son anémicos antes de morir.

En los órganos viscerales el pleo- 
morfismo celular de las lesiones es el 
criterio más significativo para la di­
ferenciación con Leucosis Linfoidea. 
Cambell en 1956, sostiene que la pri­
mera lesión observable a nivel micros­
cópico es una necrosis focal con in­
filtración linfocitaria, negada luego 
por Biggs en 1965. Sin embargo a cri­
terio del autor es un hallazgo bastan­
te frecuente en casos tempranos de 
la enfermedad.

10. Control

Desde el punto de vista genético, 
Cole (29) demostró la posibilidad de 
obtener líneas resistentes y suscepti­
bles en sólo dos generaciones.

Stone (95), del Regional Poultry 
Research Lab., indica que la mortali­
dad debida a Enfermedad de Marek 
está controlada por tres locus por lo 
menos y que resistencia es dominan­
te sobre susceptibilidad. Comprobó 
además que la Línea 6 de ese labora­
torio es muy susceptible a la infec­
ción, respondiendo con los títulos más 
altos de anticuerpos precipitantes pe­
ro es la más resistente al desarrollo 
tumoral, comparada con otras dos lí­
neas y sus cruzas, sugiriendo un me­
canismo de bases similares al que esta 

misma- Línea 6 de pollos experimenta 
en Leucosis Linfoidea.

Casi todos los centros de investiga­
ción del mundo dedicados al estudio 
de Enfermedad de Marek tratan de 
encarar el control de la enfermedad 
por vía de la vacunación.

Hay tres tipos de cepas vacunales:
a) Atenuadas, obtenidas de pollo, 

sin trasmisión horizontal.
b) Atenuadas, obtenidas de pollo, 

con trasmisión horizontal.
c) Obtenidas de otro animal hos­

pedador.

Al primer tipo corresponde la va­
cuna elaborada en el Houghton Poul­
try Lab., por Churchill y Chubb y 
Payne 1969 (33). Es una cepa ate­
nuada por pasajes en cultivo de cé­
lulas renales de pollo. Da una protec­
ción bastante cuestionable, hasta 
hoy, pues en todos sus experimen­
tos, pese a tener una buena exposi­
ción en sus aves control (sin vacu­
nar), tienen una alta tasa de morta­
lidad en las aves vacunadas.

Rispens, comunicación personal 
(76), aisló una cepa atenuada de un 
brote de Enfermedad de Marek, lue­
go de varios pasajes en cultivo de 
tejido, con el solo propósito de pro­
pagación, que al inocularse a pollos 
otorgaba una buena protección, y se 
trasmitía en forma horizontal; los re­
sultados son hasta ahora satisfacto­
rios, pese al escaso número experi­
mental. Ofrece sin embargo la parti­
cularidad de su trasmisión horizon­
tal, que si no se manifiesta por una 
mutación hacia patogenicidad, ofre­
cería características por demás inte­
resantes, ya que inoculandoi unas po­
cas aves se lograría la protección de 
la totalidad del plantel.

En el Regional Poultry Research 
Laboratory de East Lansing, el equipo 
bajo el mando del doctor B. R. Bur­
mester trabaja en base a una cepa 
de virus Herpes aislada de pavos, que 
es apatógena para pavos y para po­
llos. Posee componentes antigénicos 
comunes con el virus de Enfermedad 
de Marek, demostrables por inmuno- 
difusión e inmunofluorescencia, pero 
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fácilmente diferenciable por su efecto 
citopatológico en cultivo de tejidos. 
Hay más de 380.000 aves inoculadas 
en condiciones de campo, con resul­
tados hasta hoy altamente satisfacto­
rios, pese a no lograrse una buena 
exposición, Okazaki, Purchase y Bur­
mester 1970 (79).

Como inconvenientes comunes a las 
tres vacunas, es que necesitan de 
preparaciones celulares infecciosas 
como material a inocular, lo que difi­
culta el manejo de las cepas vacuna­
les. su producción y traslado, incon­
venientes que se obviarían con la 
posibilidad de liofilización sin pérdi­
da de viabilidad viral en el proce­
samiento.

Otra posibilidad de control de la 
enfermedad es la aplicabilidad de la 
crianza de pollos en condiciones de 
aislamiento con presión positiva o 
negativa según el caso. Sólo una ex­
periencia en condiciones comerciales 
de este tipo ha resultado satisfacto­
ria, y todos los intentos de repetirla 
han resultado infructuosos. Que es­
tos sistemas sean aplicables o no de­
penderá de:

1. Ausencia de transmisión vertical.
2. Procedimientos eficaces para 

eliminar la contaminación en los 
alojamientos.

3. Posibilidad de contar con aloja­
mientos económicos que elimi­
nen la infección del ambiente 
externo.

III - OTRAS SIN CLASIFICAR

Reticuloendoteliosis. (RE) o virus T
En 1958 Twiehaus (98), aisló un vi­

rus de un pavo adulto con lesiones 
de leucosis. Sevoian en 1964 (91) tra­
bajando con este virus propone su in­
troducción en el Complejo Leucósico 
Aviar, llamándolo virus T a la cepa 
de reticuloendoteliosis con que tra­
bajó.

Zeigel en 1966 (110) demuestra que 
este virus induce reticuloendoteliosis 
en pollos, identifica a un virus de 
RNA, de 180 mu de diámetro, y muy 
parecidos a los de Leucosis Linfoidea. 
Multiplica en células endoteliales y 
emerge por gemación a través de la 
membrana celular.

Theilen en 1966 (97) demostró la 
patogenicidad para pollos, pavos y 
perdiz.

Finalmente Witter en 1970 (109), 
demostró la existencia de lesiones ma­
croscópicas linfoproliferativas neura- 
les similares a las causadas por en­
fermedad de Marek. Estas lesiones 
constan en su mayoría de células 
plasmáticas y pueden diferenciarse 
de las de Enfermedad de Marek. Sin 
embargo la falta de trasmisión ho­
rizontal de la enfermedad y su escasa 
patogenicidad en condiciones natura­
les posibilita la diferenciación de am­
bas enfermedades.

Como vemos, no hay suficientes co­
nocimientos sobre reticuloendotelio­
sis como para incluirla junto a las 
enfermedades del Complejo Leucósi­
co Aviar.
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PRODUCCION DE TOXINA TETANICA EN DOS MEDIOS

DE CULTIVO DIFERENTES (J)

Raúl Demarchi, Mirta Casagne, Carlos Gómez, Ernesto Fischer, Nélida Martínez 
y Dante Bernagozzi

RESUMEN

En el presente trabajo se comparan dos medios de cultivo para la 
producción de toxina tetánica. El medio de cultivo clásico a base de 
digerido de estómagos de cerdo y agua de carne, y un medio sintético 
con hidrolizado trípsico de caseína y peptona de soya.

El medio sintítico permite obtener un toxoide cuya actividad es 
semejante a la del toxoide obtenido con el medio clásico con un costo 
inferior en un 24 % considerando únicamente el valor de la materia 
prima y cuyos valores de nitrógeno son de 2,7 gamas por Lf frente a 9 
gamas por Lf del obtenido por el del medio clásico.

Por lo expuesto los autores consideran justificado el empleo del 
medio sintético pues permite abaratar la producción y provee produc­
tos de alta purificación. Los estudios continúan a fin de determinar 
las variables que inciden en la producción “standarizada” de toxinas 
y la eficacia de los antigenos obtenidos de las mismas.

TETANIC TOXIN PRODUCTION IN TWO DIFERENT 
CULTURE MEDIUM

SUMMARY

In this work we use two comparative culture medium of tetanic 
toxin production One of the culture medium is a classic broth upon 
the base of digested pig stomach with meat broth and the other is 
sinthetic tripsic hydrolized caseine and soys pepton.

The sinthetic medium yield a toxoid in which the activity is si­
milar to that obtained by the classical medium and is 42 percent less 
expensive considering the value of raw material in which the nitrogen 
value is 2,7 gammas by Lf obtained from the classic medium.

The author consider the employ of sinthetic medium useful be­
cause it will permit the low cost of toxoid production and give a high 
purify product. Studies will be continued to determine the variabili­
ties that they will be do to the standard productions of toxine and the 
power eficiency of obtained antigens.

(1) Trabajo realizado en la Cátedra de Inmunología General y Aplicada. Facultad de Ciencias 
Veterinarias do la Universidad Nacional de La Plata.
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ANTECEDENTES

La educación sanitaria de las po­
blaciones, en lo que se refiere a la 
protección de ciertas enfermedades 
mediante la vacunación específica, ha 
hecho que cada día sea más urgente 
la necesidad de elaborar substratum 
específicos de gran actividad, de es­
casa reacción secundaria y bajo costo.

Por tal motivo, en las últimas déca­
das muchos investigadores se han 
abocado al estudio y conocimiento de 
las propiedades biológicas y ecológi­
cas de ciertas bacterias productoras 
de toxinas, lo que permitió reempla­
zar las fórmulas empíricas preconiza­
das por Roux y Yersin y Roux y Mar­
tin en la preparación de medios de 
cultivos basados en las mezclas del 
resultado de la digestión de estóma­
gos de cerdo y agua de carne, por me­
dios de composición química defini­
da: Pappenhein y Johnson; Pappen- 
hein y Robinson y Muller y Miller.

Sin embargo, a pesar de la compo­
sición química definida de estos me­
dios de cultivo, aún hoy subsisten in­
convenientes que derivan de la cali­
dad de los elementos que intervienen 
en la fórmula, del volumen del medio, 
de la calidad de la siembra y hasta 
de su conservación.

Estas dificultades, que se presentan 
con relativa frecuencia en los labo­
ratorios dedicados a la elaboración de 
vacunas y sueros terapéuticos, nos 
han sugerido la idea de estudiar el 
problema, tratando de obtener toxina 
tetánica de buena calidad, con rendi­
miento estable y de bajo costo.

Para tal fin, hemos comparado dos 
medios de cultivo: uno, de frecuente 
uso todavía en los laboratorios de 
nuestro país, que consiste en ligeras 
modificaciones del primitivo de Roux 
y Martin, y otro, con hidrolizado tríp­
tico de caseína y peptona de soya.

MATERIAL Y METODO

En el presente trabajo hemos com­
parado los resultados de dos medios 
de cultivo cuya fórmula se detalla a 
continuación:

Medio “A”: A base de digestión de 
estómago de cerdo y agua de carne.

Composición:
Estómago de cerdo, lavado

desengrasado y picado .. 150 grs.
Agua .................................. 1000 mi.
Acido clorhídrico DI,18 ... 10 mi.

En frascos Pyrex de 9.000 mi. de 
capacidad, se realiza la digestión du­
rante 2 horas a 48°C. Luego, se so­
mete a una temperatura de 85°C du­
rante 15 minutos y se enfría rápida­
mente, para dejarlo luego en reposo 
durante 48 horas en la cámara fri­
gorífica a 8°C. Los flóculos que apa­
recen se separan por filtración en 
placa de Seitz.

El agua de carne, se prepara por 
maceración a temperatura ambien­
te o en la cámara frigorífica, en la 
proporción de:
Carne de ternera desengra­

sada y picada .................. 2 kgs.
Agua destilada .................... 3 Its.

Posteriormente se somete a ebulli­
ción durante 30 minutos y se pasa 
por trapo de queso mojado. Se com­
pleta a volumen inicial.

Preparación del Medio:
Digestión de estómago de

cerdo .................................. 1 parte
Agua de carne .................. 1 parte

Se calienta la mezcla a 50°C, se lle­
va a pH 6,3-6,4; se hierve durante 3’, 
se filtra para separar el floculado y 
luego se esteriliza a 110°C durante 30 
minutos.
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Medio “B”: Este medio se obtuvo 
del comercio ya preparado y deseca­
do. Su composición es la siguiente: 
Hidrolizado tríptico de ca­

seína .............................. 17.0 grs.
Peptona de soya ................ 3.0 grs.
Cloruro de sodio ............ 5.0 grs.
Fosfato dipotásico ............. 2.5 grs.
Glucosa ................................ 2.5 grs.
Agua destilada................ 1000 mi.

pH: 7,3
Esterilización a 120°C durante 15 

minutos.

A ambos medios de cultivo se les 
agregó después de la esterilización el 
1 % de glucosa esterilizada por tin- 
dalización.
Cl. Tetanii:

La cepa usada para estos estudios 
fue la Copenhaguen, mantenida en 
agar blando glucosado. La siembra de 
los medios antes mencionados se efec­
tuó con 10 mi. de un cultivo de 24 ho­

ras en medio Tarozzi, por cada 7 li­
tros de caldo.

Incubación:
Siete días a estufa a 37°C, sin pa­

saje de hidrógeno.
Toxina:

Se obtuvo mediante la filtración de 
los medios de cultivo por placa clari­
ficante en filtro de Seitz y por bujía 
Berkelfeld “W”.
Toxoides:

Se obtuvo después de la filtración 
por el agregado de formol al 40 % en 
la cantidad del 6 por mil e incubación 
a la estufa de 37° C. durante 7 días. 
Toxicidad:

La toxicidad de las toxinas se mi­
dió mediante la inoculación de 1 mi. 
de diluciones múltiplos de 1/10.000 
hasta 1/100.000, en 3 lauchas de 20 grs. 
de peso, en un período de observa­
ción de 96 horas.

RESULTADOS

Los resultados que se consignan en 
este trabajo corresponden al valor 

medio de cinco experiencias realiza­
das para cada medio de cultivo.

CUADRO N° 1

Medio de cultivo “A”: D. L. M. por mi.: 40.000
Medio de cultivo “B”: D. L. M. por mi.: 100.000

De acuerdo a las cifras anteriores 
podemos apreciar que el Medio de cul­
tivo “B” compuesto por hidrolizado 
tríptico de caseína, ha dado 2 veces 
y media más toxina que el medio “A”, 
compuesto por digestión pépsica de 
estómago de cerdo.

Con estos valores, se procedió a 
transformar las toxinas en toxoides 
de acuerdo a la técnica descripta 
precedentemente. Las pruebas de 
inocuidad de los mismos se realiza­
ron mediante la inoculación de 0,5 
mililitros de toxoides a 6 lauchas de 
20 grs. de peso cada una, con un pe­
ríodo de observación de 30 días.

Concentración y purificación de
los toxoides:

Para la concentración y purifica­
ción de los toxoides se siguió la téc­
nica de Modern y Ruff, basada en la 
precipitación alcohólica a punto iso­
eléctrico de 4,7 y a temperatura de 
menos de 14 grados centígrados.

Valoración de los toxoides 
concentrados:

Previa clarificación- por placas en 
filtros Seitz y esterilización por bu­
jía Berkelfeld “W”, se realizaron con­
troles de esterilidad en agar simple, 
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caldo simple y en Tarozzi. Las prue­
bas de inocuidad se realizaron en 
lauchas de 20 grs. de peso.

La valoración se realizó por la prue­
ba “in vitro” de floculación frente a 
un suero patrón de 100 Lf por mili­
litro.

Floculación:

Medio “A”....... valor: 30 Lf por mi.
Medio “B”....... valor: 60 Lf por mi.

Comparación de la pureza de 
los toxoides:

A fin de poder establecer el grado 
de pureza de los toxoides concentra­
dos, se realizó un estudio comparati­

vo de los medios de cultivo, valoran­
do la cantidad de nitrógeno por mi. 
del medio y su relación con los Lf 
mediante el método de Kjeldahl an­
tes y después de la purificación cu­
yos resultados se consignan en el 
cuadro N9 2.

CUADRO N<? 2

Toxoide Nativo Toxoide Purificado
mg. N/ral. mg. N/Lf Gama N/ml. Gama N/Lf.

Medio “A” .....................
Medio “B” .....................

. 3,40
. 2,80

0,65
0,28

270
162

9
2,7

Como podemos observar por el cua­
dro precedente, la purificación del 
Medio “A’’, solamente alcanzó a 117 
veces mientras que con el Medioi “B” 
sobrepasó las 500 veces.

Poder Antigénico de los toxoides 
purificados:

Esta prueba no se hizo con el obje­
to de comparar la eficacia de un to­
xoide con respecto al o;tro, sino sim­
plemente verificar si el toxoide obte­
nido en el medio de cultivo “B”, era 
por lo menos tan antigénico como los 
obtenidos en el medios de cultivo “A”, 
que ha sido repetidamente estudiado 
en nuestro medio, por Sordelli y Fe­
rrari, Modern y Ruff y Manzullo y 
Arzeno.

Para tal fin solamente hicimos 
pruebas de protección “in vivo”, inocu­
lando para cada toxoide, 6 conejos de 
2.000 grs. por vía subcutánea con 10 
Dosis Test del antígeno y 21 días más 
tarde se les hizo una descarga de 
1.000 Dosis Letales Mínimas, para co­
bayo, de una toxina patrón.

Los controles, también conejos de 
2.000 grs., en cantidad de 2 por cada 
partida, inoculados también con 1.000 
D. L. M. (cobayo) de la toxina pa­
trón, mueren entre las 48 y 72 horas

Estos resultados demuestran que 
en el medio de cultivo “B”, hidrolizado 
tríptico de caseína y peptona de so­
ya, se produce toxina cuyo poder an­
tigénico es por lo menos semejante al 
medio clásico “A”, preparado con hi­
drolizado de estómago de cerdo y agua 
de carne.

Los estudios para resolver proble­
mas inherentes a la cantidad de 
inoculo, tipo de cepa, variaciones de 
las distintas marcas del producto que 
se encuentran en plaza, y la eficacia 
de éstas obtenidas en el medio “B”, 
continúan.

Costo de producción de la toxina:
Difícil es tratar de comparar cos­

tos de un producto en una institu­
ción oficial, ya que en estos organis­
mos intervienen una serie de impon­
derables que distorsionan el valor 
real de un producto; es por eso que 
solamente tendremos en cuenta aquí 
el costo en plaza de la materia pri­
ma para 100 litros de medio de cul­
tivo :

Medio “A”: carne y es­
tómago de cerdo .. = 20.600 $ ■% 

Medio de cultivo “B”
desecado ................ = 36.000 $ m/a
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Sin contar mano de obra, que en 
el primero se calculan 16 horas mien­
tras que en el medio “B” solamente 
4 horas, podemos decir de este últi­
mo caldo que su costo es de un 45 % 
más que el medio clasico, pero como 

su rendimiento es del 150 % más to­
xina Que el “A” resulta en última 
instancia que el costo por Lf es de 
un 42 % más económico que el me­
dio clásico.

DISCUSION

En el presente trabajo se compa­
ran dos miedios de cultivos para la 
producción de toxina tetánica.

El medio de cultivo “A”, clásico, a 
base de digerido de estómago de 
cerdo y agua, de carne, y el medio 
“B”, con hidrolizado tríptico de ca­
seína y peptona de soya; este último 
obtenido en plaza en forma de un 
polvo deshidratado.

Sembrados ambos medios con 10 
mililitros de un cultivo de Cl. tetanii 
de 24 horas de incubación, se han ob­
tenido los siguientes resultados:

19) Medio “A”: 40.000 D. L. M. pa­
ra laucha de 20 grs. Medio “B”: 100 
mil D. L. M. para laucha de 20 grs.

29) En la purificación y concentra­
ción de los toxoides se ha obtenido 
en ambos la misma pérdida.

39) Aunque no se estudió exhausti­
vamente el poder antigénico del me­
dio de cultivo “B” como productor de 
substractum específico eficaz, pode­
mos decir que la actividad de los to­
xoides obtenidos en este medio es se­
mejante a la obtenida en el medio 
clásico.

49) El costo de producción tenien­
do en cuenta solamente la materia 
prima es en el medio “B” del 42 % 
más económico por Lf que el medio 
de cultivo “A”.

59) En lo que respecta a la purifi­
cación de los toxoides podemos decir 
que el medio “B” permite obtener va­
lores de Nitrógeno de 2,7 gamas por 
Lf, m’entras que con el medio “A” 
sólo se obtuvieron 9 gamas de Nitro 
geno por Lf.

De acuerdo a estos resultados con­
sideramos justificado el empleo de un 
medio de cultivo compuesto por hi­
drolizado tríptico de caseína y pep 
tona de soya para la producción de 
toxina, tetánica, ya que no solamente 
abarata la producción, sino que per­
mite obtener productos de alia puri­
ficación.

Estos estudios continúan a fin de 
determinar las distintas variables que 
inciden en producción standarizada 
de toxinas y la eficacia de los anti­
genos obtenidos de las mismas.
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TRATAMIENTO DE LANARES AFECTADOS DE SARNA 
PSOROPTICA PROCEDENTES DE TRES ARROYOS Y 

LA PLATA CON UNA MISMA DROGA ACARICIDA

Por Hipólito C. Lasta

RESUMEN

Se describe el resultado obtenido al bañar 4 lanares provenientes 
del partido de La Plata, afectados de sarna psoróptica, comparados con 
4 lanares originarios del partido de Tres Arroyos, en idénticas condi­
ciones de parasitación.

Se comentan consideraciones de quimiorresistencia, como asimismo 
algunas experiencias adquiridas en la labor profesional, mencionándose 
algunos detalles sobre la correcta o incorrecta forma de efectuar bal­
neaciones en algunos establecimientos ganaderos.

TREATMENT ON SHEEPS AFFECTED BY PSOROPTIC MANGE FROM 
THE TRES ARROYOS AND LA PLATA DISTRICT WITH 

THE SAME ACARICIDE DRUG.

SUMMARY

has been described the result obtained when dipping four sheep 
who c.me from La Plata district, affected by psoroptic mange in 
comparison with four sheep from the district of Tres Arroyos, in the 
same parasitation conditions.

There are chemoresistance considerations as experiences obtained 
from professional work, with the mention of some details about the 
correct or incorrect way to perform dippings in certain stock raising 
establishment,
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ANTECEDENTES

Con la intención de aportar algún 
dato o experiencia más para tratar 
de dilucidar el muy debatido tema de 
resistencia de los ácaros a las drogas 
acaricidas en la zona Sudeste de la 
provincia de Buenos Aires y especial­
mente en el partido de Tres Arroyos, 
realizamos este trabajo de confron­
tación en el tratamiento de lanares 
afectados de sarna psoróptica de dos 
orígenes, en iguales condiciones de 
parasitación y con el mismo produc­
to comercial sarnífugo.

El doctor Juan José Boero, cita la 
posibilidad de existencia de dos clases 
de resistencia a las drogas acaricidas: 
Resistencia Natural y Resistencia Ad­
quirida o Inducida, habiendo parti­
darios de una u otra teoría. Reseñan­
do algunos conceptos sobre las mis­
mas, diremos que la circunstancia de 
ser resistente a una determinada dro­
ga es atributo o carácter de una parte 
de los individuos de la especie, tal es 
lo que expresa los postulados o la 
doctrina de la Resistencia Natural, 
sosteniendo que es un carácter ligado 
al sexo y hereditario. La teoría de la 
Resistencia Adquirida sostiene a su 
vez que los ácaros adquieren resisten­
cia a un tipo de droga cuando los 
mismos han sido expuestos anterior­
mente a dosis subletales de la misma, 
que le permite posteriormente resistir 
dosis mucho más potentes que las 
iniciales.

Menciona también el doctor Boero, 
que ya en el año 1942 había adverti­
do dificultades en el control de la ga­
rrapata (Boophilus microplus) con 
los baños arsenicales. Años más tarde 
se comprobó fehacientemente que ha­
bía adquirido una resistencia defini­
da a las drogas arsenicales, que le 
permitía sobrevivir frente a dosis tó­
xicas para el ganado. Respecto a este 
ectoparásito fue factible alguna expli­
cación, por algunos aspectos morfo­
lógicos y estructurales muy significa­

tivos y además por el lapso de vida 
libre de estos parásitos, pero en cam­
bio para la sarna psoróptica ovina es 
más difícil la dilucidación del proble­
ma por varios motivos, entre los que 
debe citarse el ciclo evolutivo más 
breve y su vida estrictamente pará­
sita, sin conexiones con el medio am­
biente.

De ser cierta y que impere en la 
zona de Tres Arroyos la Resistencia 
Adquirida o Inducida, no estamos de 
acuerdo en cuanto a la génesis de la 
misma, sostenida por algunos, espe­
cialmente en lo que se refiere a la 
pureza de las drogas acaricidas exis­
tentes en el comercio, pues, en base a 
la experiencia adquirida en la visita 
a numerosos establecimientos con 
majadas de la zona y presenciar ade­
más considerables balneaciones anti- 
sárnicas, afirmamos, que el factor 
principal del origen de la mencionada 
resistencia es la incorrecta forma en 
que la gran mayoría de los ganaderos 
de la zona efectúan las balneaciones. 
Destacamos al respecto, que de 50 es­
tablecimientos visitados, en 46 de 
ellos las balneaciones eran hechas en 
forma incorrecta, especialmente en 
lo que se refiere a reposición y re­
fuerzo del antisárnico. Todos lo ha­
cían, siendo éste un detalle muy co­
mún de observar, al pasar una cierta 
cantidad de lanares por el baño y no 
en base a los litros de líquido consu­
mido por el paso de los mismos, como 
lo indica la técnica. Desde luego que 
cuando lo hacían era ya tarde.

En definitiva, existe la certeza de 
la existencia de fenómenos de resis­
tencia de los ácaros de sarna ovina, 
a los insecticidas modernos. No hay 
duda que la naturaleza interpone 
efectivas defensas para no perder sus 
especies, contrarrestando la pérdida 
de individuos que el hombre preten­
de por todos los medios a su alcance 
eliminar.
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Para la prueba que nos ocupa fue­
ron llevados a Tres Arroyos cuatro 
lanares Hampshire Down del parti­
do de La Plata, pertenecientes al es­
tablecimiento propiedad dlel señor J. 
C. Scotini, ubicado en la localidad de 
Abasto. Fueron trasladados a Tres

Arroyos el día 18 de junio de 1967, 
con la finalidad de que se adapten y 
que las lesiones sárnicas se encuen­
tren en las mismas condiciones, es­
pecialmente higroscópicas, que la de 
los lanares locales. El período de acli­
matación fue de 25 días.

LANARES TRATADOS

Lanares La Plata Lanares Tres Arroyos

N° 1: Carnero 6 dientes N9 1: Borrego 2 dientes
N? 2: Borrega 2 dientes N9 2: Borrego 2 dientes
N<? 3: Oveja 6 dientes N9 3: Capón 4 dientes
N° 4: Borrega 2 dientes N9 4: Oveja 4 dientes

En el cuadro N9 1 se detallan las 
lesiones que presentaron los lanares 
de La Plata, destacando que la carac­
terística de la lesión está expresada 
por la cantidad de cruces.

Como es posible apreciar, los la­
nares presentan numerosas lesiones, 
como asimismo ácaros en fosetas ini¡- 
traorbitarias, en diversos estados evo­
lutivos.

Los lanares de Tres Arroyos fueron 
cuatro de raza Lincoln, pertenecien­
tes al establecimiento propiedad de 
la firma B. H., ubicado en el cuartel 
89 (San Mayol). En el mismo se ha­
bían efectuado varias balneaciones 
antisárnicas, con el mismo producto 
que se utilizó para la experiencia, 
destacando que incurrían en el mis­

mo defecto o error que la generalidad 
de los ganaderos de la zona- Efectua­
ban el refuerzo y la reposición con 
posterioridad a lo indicado por el la­
boratorio productor.

Las lesiones sárnicas de los lana­
res de ambos grupos diferían en muy 
poco. Los de La Plata presentaban 
una dermatosis descamativa más am­
plia, costra desecada algo más evi­
dente que los de Tres Arroyos. En és­
tos no había gran caída de lana, sien­
do el largo de la misma, igual en 
ambos grupos, notándose algo más 
húmeda en los lanares de Tres Arro­
yos.

En el cuadro N<? 2 se consignan 
las lesiones de los lanares de Tres 
Arroyos.

MATERIAL Y METODO
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Lugar de la prueba: La misma se 
llevó a cabo en las instalaciones de 
la Sociedad Rural de Tres Arroyos, 
situada en la intersección de las rutas 
nacionales 3 y 228.

Bañadero utilizado: Consistió en 
uno portátil de chapa galvanizada, 
construido con 2y2 tambores comu­
nes de combustible. Se utilizaron 
400 litros de agua dulce, conside­
rando que como eran pocos lanares 
no sería importante el arrastre de 
agua por el paso de los mismos.

Antisárnico empleado: En la prue­
ba se utilizó un producto fosforado 
compuesto por los siguientes ele­
mentos:

Ester (2-Isopropil-4 metil-pi- 
rimidil (6) dietílico) del 
ácido tío fosfórico de grado 
técnico ................................ 40 g %

Carbonato de Magnesio .... 10 g % 
Celite ...................................... 39 g %
Alquil-N; ftalen-Sulfonato só­

dico modificado ................ 6 g %
Humectante no iónico (Al-

quil-aril-poliglicol) al 30 % 5 g %
Se utilizaron 100 grs. del producto 

para 400 litros de agua.
Primer baño: La primera balnea­

ción se efectuó el día 13 de julio a 
las 9.30 con sol radiante y una tem­
peratura de 7,7°C.

En primer término se bañaron los 
lanares de La Plata, luego los de 
Tres Arroyos, habiendo arrastrado 
ambos grupos 25 litros de la emul­
sión. Posteriormente los lanares fue­
ron alojados en distintos corrales, re­
novándoseles los bebederos y come­
deros que anteriormente utilizaran 
para descartar un posible contagio 
de ácaros que hubieran permanecido 
en los mencionados elementos.

Segundo baño: Se efectuó a los 10 
días del primero, es decir, el 23 de 
julio, reinando buenas condiciones 
climáticas, temperatura de 10°C a las 
10 hors. Se bañaren en el m'smo or­
den que en la primera cpo.tanl'drd, 
con las tres clásicar inmersiones de ca­
beza, para permitir la acción del pro­
ducto en las fóselas infraorbitañas, 
siendo éste un detalle tan importan­
te, que muchos atribuyan los fraca­
sos de baños, a la incorrecta o falta 
de inmersión de la cabeza del lanar, 
pues es conocida la habitual presen­
cia de colonias de ácaros en la men­
cionada zona. En esta oportunidad 
arrastraron 30 litros de agua, que 
desde luego fuera renovada, del pri­
mero al segundo baño, habiendo per­
manecido un minuto, los lanares en 
el mismo.

Observación de los lanares: A diez 
días dT segundo baño revisamos mi­
nuciosamente, los ocho lanares tra­
tados, contando con la valiosa cola­
boración de los colegas doctores Mi­
guel Pagliero y Venancio Calzada. 
Revisamos a simple vista, recurrien­
do a lupas, comúnmente denomina­
das “de bolsillo”, de 10 a 20 aumen­
tos, cuando deseábamos visualizar 
detenidamente una partícula, ácaro, 
zona de interés, etc.

En los lanares originarios de La 
Plata, no se encontró ninguna lesión 
sospechosa, que pudiera posterior­
mente evolucionar. Pudimos apreciar, 
aproximadamente al tercer día de 
la primera balneación, la completa 
desaparición del prurito, no ocurrien­
do lo mismo con los lanares de Tres 
Arroyos. En éstos se encontraron le­
siones, producidas por colonias de 
ácaros, las que se con-ignan en el 
cuadro- N9 3.
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Como se aprecia en el cuadro men­
cionado, disminuyó la parasitación 
del lanar N9 1, excepto en barriga, 
donde se observó una lesión algo 
más extendida. En el lanar N9 2, no 
se observó mejoría, por el contrario, 
aumentó la cantidad de ácaros en 
ciertas regiones, destacando que no 
apareció ninguno en fosetas. El la­
nar N9 3 fue el que mejor respondió 
a la acción del antisárnico, notán­
dose poca parasitación en zona de 
entrepierna, cola y paleta derecha. 
En el lanar N9 4 se observó también 
una apreciable disminución de áca­
ros con relación a la parasitación 
que presentaban antes del trata­
miento, pero continúa principalmen­
te afectado en cruz y lomo, persis­
tiendo 4 hembras adultas en foseta 
infraorbitaria derecha y una ninfa 
en izquierda.

Revisáronse nuevamente a los 20 
días del 29 baño, los dos grupos. El 
cuadro de lesiones correspondiente a 
los lanares de Tres Arroyo, es el que 
figura en el cuadro N9 4.

Se observa una disminución del nú­
mero de ácaros presentes en las le­
siones, excepto en el lanar N9 2. En 
el N9 3 se encontró un solo ácaro en 
foseta infraorbitaria izquierda.

También se revisaron los cuatro la­
nares de La Plata y como ocurriera 

anteriormente, no se aisló ningún 
ácaro vivo.

La última revisación de los lotes se 
efectuó el día 24 de agosto, es decir 
a los treinta días de la segunda bal­
neación con el resultado que se con­
signa en el cuadro N9 5.

Como se aprecia en el cuadro ci­
tado, en el lanar N? 1 persiste el 
ácaro en foseta derecha, encontrán­
dose colonias en las regiones de cruz 
y barriga, además de ácaros aislados 
en lomo y pecho. En el N? 2, que fue­
ra el más afectado, continúa con el 
ácaro en foseta infraorbitaria derecha, 
siendo en las regiones de grupa iz­
quierda, pecho, paleta derecha y costi­
llar izquierdo las únicas zonas donde 
no se encontraron lesiones con áca­
ros. Con respecto al lanar N9 3, no se 
halló ningún ácaro, destacando que 
no presenta movilidad el de foseta in­
fraorbitaria izquierda. Por último, el 
lanar N9 4, presenta lesiones “vivas” 
en cruz, pecho y costillar derecho y 
tres ácaros en foseta derecha, dos in­
móviles con principios de citoplasmó- 
lisis y uno con movimientos apenas 
perceptibles.

También se revisaron minuciosa­
mente por última vez los lanares de 
La Plata, y como ocurriera anterior­
mente, no se encontró ningún ácaro 
vivo, observando que la piel se rege­
nera normalmente.

DISCUSION

La diferente reacción en ambos 
grupos, ante el tratamiento antisár­
nico con un mismo producto, opino 

que se debe a la resistencia —natural 
o adquirida— de los ácaros a la dro­
ga fosforada.
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CONCLUSIONES

19) En la prueba realizada, según 
los cuadros 2, 3, 4 y 5 (lanares origen 
Tres Arroyos) se concluye que no hu­
bo acción alguna sobre el Psoroptes 
ovis, excepto en el lanar N9 3, con el 
antisárnico utilizado.

29) En la prueba realizada, según 
el cuadro N9 1 y observaciones poste­
riores (lanares origen La Plata), se 
concluye que hubo franca efectividad 
sobre el Psoroptes ovis con el anti­
sárnico utilizado.
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EL TRASPLANTE ADENOHIPOFISARIO A LA CAMARA 
ANTERIOR DEL OJO EN POLLOS

Por Remo B. Redelonghi, Samuel J. Trumper, Ana R. Bilbao 
y Ricardo A. Bosch

RESUMEN

En el presente trabajo se describe una técnica de homotransplante 
adenohipofisario a la cámara anterior del ojo en pollos. La evolución 
del trasplante es seguida macroscópicamente mediante observaciones 
diarias y los cambios micr oestructurales sufridos por la glándula son 
descriptos a las 24 horas, 7 dias y 15 días.
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EVOLUCION DE LA POTENCIA GONADOTROFICA HIPOFISARIA 
EN POLLOS DESDE LOS 15 A LOS 260 DIAS DE EDAD

Por Remo B. Redelonghi, Samuel J. Trumper, Ana R. Bilbao 
y Ricardo A. Bosch

R E S U M E N

En el presente trabajo se evaluó la potencia gonadotrófica hipofi­
saria y los pesos corporal, de la cresta, testicular e hipofisario de pollos 
de raza Leghorn Blanca desde los 15 a los 260 días de edad. Se observa 
un incremento de la potencia gonadotrófica relativa a partir de los 140 
días de edad que se eleva notablemente entre los 110 y 260 días de edad. 
Este valor se compara con los correspondientes a los otros parámetros 
señalados.
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ESTUDIO DE LOS PROTEINOGRAMAS NORMALES
Y CONTRIBUCION AL DIAGNOSTICO CLINICO DE 
LA ANEMIA INFECCIOSA EN LOS EQUINOS POR 

ELECTROFORESIS EN PAPEL
Por Fermín de Vega y Graciela M. Bade

RESUMEN
1) Fueron realizados los proteinogramas de 20 equinos normales 

y se calcularon los valores medios normales.
2) Posteriormente se efectuaron proteinogramas de 4 equinos con 

anemia infecciosa.
3) De la confrontación de los valores normales y patológicos sur­

gieron diferencias de significativa importancia en el estudio 
evolutivo de esta enfermedad.
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THE ADENOHYPOPHYSIS TRANSPLANTATION TO ANTERIOR 
CHAMBER OF THE EYE IN COCKERELS

SUMMARY

We described a method for adenohypophysis homotransplantation 
to the anterior chamber of the eye. The evolution of the transplanted 
tissue was carry on by macroscopical daily observations. We described 
the microstructural changes of the gland 24 hr, 7 and 15 days after 
transplantation.
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EVOLUTION OF THE PITUITARY GONADOTROPHIC POTENCY IN 
COCKERELS FROM 15 TO 260 DAYS OF AGE

SUMMARY

In the present work is evaluate the pituitary gonadotrophic potency 
and the body, comb, testicular and hypophyseal weight of White Leghorn 
cockerels from 15 to 260 days of age. We observed an increase of the 
relative pituitary gonadotrophic potency from 140 days of age and 
between 110 to 260 days. This result is compared with the other refered 
parameters.
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PAPER ELECTROPHORETIC STUDIES OF NORMAL EQUINE SERUM 
AND EQUINE INFECTIOUS ANEMIA SERUM AS CONTRIBUTION 

FOR THE CLINIC DIAGNOSTIC.

SUMMARY

1. Proteinogram\ of 20 normal equine serums and calculation of 
the normal average was performed.

2. Proteinogram of 4 animal serums with equine infectious anemia 
was realized subsequently.

3. Of the confrontation of normal and pathological values, 
differences of significative importance in the evolutive study 
of this disease were found.
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ESTUDIO ELECTROFORETICO EN PAPEL SOBRE 
SUEROS DE BOVINOS NORMALES
Por Fermín de Vega y Graciela M. Bade

RESUMEN

1) Se realizó el estudio electroforético sobre papel de suero de 29 
bovinos clínicamente normales de 2 y h a 3 años de edad, de 
raza Aberdeen Angus y de ambos sexos.

2) Se detallaron estadísticamente los valores de las proteínas to­
tales y fraccionadas en albúmina y globulinas alfa, beta y gam­
ma. Además se registró la relación albúmina globulina (coefi­
ciente proteico).

3) Los valores obtenidos se compararon con los aportados por 
otros autores, llegándose a establecer resultados muy concor­
dantes.
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IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DEL VIRUS 
DEL GRUPO LEUCOSIS - SARCOMA

I. Aislamiento y mantenimiento de células L-R
Por Alejandro A. Schudel y B. R. Burmester

RESUMEN

Se describe el aislamiento y mantenimiento de células L-R.
Las células L-R resultan de la infección solitaria de una partícula 

viral de virus de Sarcoma de Rous, parcialmente defectiva, a una célula 
susceptible, en ausencia de infección simultáneamente por un virus 
ayudante o asociado.
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IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DEL VIRUS 
DEL GRUPO LEUCOSIS - SARCOMA

II — Activación y ensayo de células L-R Por Alejandro A. Schudel 
RESUMEN

Las células L-R descriptas en este trabajo, se obtuvieron por la 
inoculación de RSV parcialmente defectivo en cultivos de fibroblastos 
de embrión de pollo C/O. Bajo las condiciones empleadas en este siste­
ma de test no se obtuvo la misma respuesta a los tres diferentes sub­
grupos virales del grupo Leucosis/Sarcoma que fueron testados. Queda 
por determinar si esta diferencia, es debida a las características de las 
cepas virales empleadas, a las células en que se realizó el ensayo o es 
una característica de los clones empleados en esta experiencia.

De acuerdo a los resultados obtenidos no hay ningún tipo de inter­
ferencia a falla en la sensibilidad en el test empleado, por la producción 
de RSV (0) si es que se produce.

La reproductibilidad de los resultados, la facilidad con que se reali­
za el test, el corto periodo de tiempo empleado, comparado con otros 
métodos y la simpleza del test, hacen de esta metodología un instru­
mento con grandes posibilidades de aplicación en la práctica del labo­
ratorio de diagnostico.
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PAPER ELECTROPHORESIS STUDY IN NORMAL BOVINE SERUM

SUMMARY

1. Electrophoretic paper study of 29 clirv.caly normal bovine serums 
was realized. This work was perfomed in Aberdeen Angus 
bovine of 2\'2 - 3 years old and both sexs.

2. Statistical values of total proteins, alfa, beta and gamma glo­
bulins and their proteic coefficient was detailed.

3. Values concordant with other authors was obtained.
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IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF LEUCOSIS/SARCOMA 
GROUP OF VIRUSES

I. Islolation and maintenance of L-R cells

SUMMARY

The islolation and maintenance of the L-R cells was described.
L-R cells are the result of a solitary infection of a single Rous 

Sarcoma partially defective particle, to a susceptible cell in the absence 
of a simultaneous infection by an helper virus.
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IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF 
LEUCOSIS/SARCOMA GROUP OF VIRUSES

II. Aci.waiio?i and essay of L-R cells 
SUMMARY

The L-R cells described here were originated from C/O chick 
embryo fibroblast and the virus produced after their activation was 
assyed in C/O fibroblasts. The fibroblast came from RIF free SPF 
stock.

Under the conditions described here, the clones of L-R cells isolated 
did not show similar susceptibility to the different virus subgroup tested, 
Where this phenomenon was due to the susceptibility of the clones, the 
assay cells system used, or the strain of virus tested, was not determined.

The results obtained with samples from field conditions^ and 
experimentally inoculated birds, showed that in this procedure the 
system of testing the RSV (0) production by the L-R cells (if any), did 
not interfere in the system, nor with the sensitivity of the test.
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DETERMINACION DEL CICLO BIOLOGICO
DE CAPILLARIA BURSATA

For Jorge Eugenio Led, Eugenio Brandetti, Guillermo Horacio
Panettieri

RESUMEN

Comprobada la parasitosis por Capillaria bursata, los autores lo- 
era-. reproducir la enfermedad en pollos mantenidos libres de toda 
infestación, dándoles a ingerir lombrices recogidas en el gallinero del 
cue procedían las aves originalmente necropsiadas, demostrando así el 
ciclo indirecto de este nematode y el papel de Eisenia sp. como hos­
pedador intermediario.
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AMIDOSTOMUM ANSERIS (ZEDER, 1800) EN GANSOS 
DE ZONAS ALEDAÑAS A LA PLATA

Eugenio Brandetti y Jorge Eugenio Led

RESUMEN

Se comunica el hallazgo de Amidostomum anseris (Zeder, 1800) en 
gansos de zonas aledañas a la ciudad de La Plata.
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COMPLEJO LEUCOSICO AVIAR: Revisión de conceptos

Alejandro A. Schudel

R E S U M E N

El Complejo Leucósico Aviar comprende por lo menos dos enfer­
medades con características etiológicas y patológicas propias. En los 
últimos años se han realizado importantes avances en la investigación 
de las enfermedades del Complejo Leucósico Aviar. Esta publicación 
pretende reunir los datos antiguos, trabajos actuales y nuevos concep­
tos, como asi también señalar problemas importantes a criterio del 
autor, aún no solucionados.
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BIOLOGYCAL CYCLE DETERMINATION IN CAPILLARIA BURSATA

SUMMARY

After the verification of the parasitic infection caused, by Capillaria 
bursata the authors reproduced the disease in parasites free chicken, 
feeding the birds with earth worm collected from the poultry yard, 
where were the birds come from and necropsied. The workers 
demonstrated by this way the roll of Eisenia sp. as intermediary host 
of this nematode and its indirect biologycal cycle.
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AMIDOSTOMUM ANSERIS (ZEDER, 1800) IN GOOSE 
IN THE ENVIRONS OF LA PLATA CITY

SUMMARY

It is communicated the find of Amidostomum anseris (Zeder, 1800) 
in goose, in the environs of La Plata City.
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AVIAN LEUCOSIS COMPLEX: REVIEW OF CONCEPTS

SUMMARY

The avian Lecousis Complex is by definition a group of et least 
two well defined aetiological and pathological entities.

In the last few years there has been an important increase of 
research with remarkable findings in this area of work, and this paper 
sumarize the old and current developments, new advances an unsolved 
problems in the view of the author.
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PRODUCCION DE TOXINA TETANICA EN DOS MEDIOS
DE CULTIVO DIFERENTES

Raúl Demarchi, Mirta Casagne, Carlos Gómez, Ernesto Fischer, Nélida Martínez 
y Dante Bernagozzi

RESUMEN
En el presente trabajo se comparan dos medios de cultivo para la 

producción de toxina tetánica. El medio de cultivo clásico a base de 
digerido de estómagos de cerdo y agua de carne, y un medio sintético 
con hidrolisado tripsico de caseína y peptona de soya.

El medio sintético permite obtener un toxoide cuya actividad es 
semejante a la del toxoide obtenido con el medio clásico con un costo 
inferior en un 24 % considerando únicamente el valor de la materia 
prima y cuyos valores de nitrógeno son de 2,7 gamas por Lf frente a 9 
gamas por Lf del obtenido por el del medio clásico.

Por lo expuesto los autores consideran justificado el empleo del 
medio sintético pues permite abaratar la producción y provee produc­
tos de alta purificación. LoS estudios continúan a fin de determinar 
las variedades que inciden en la producción “standarizada” de toxinas 
y la eficacia de los antígenos obtenidos de las mismas.
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TRATAMIENTO DE LANARES AFECTADOS DE SARNA 
PSOROPTICA PROCEDENTES DE TRES ARROYOS Y 

LA PLATA CON UNA MISMA DROGA ACARICIDA

Por Hipólito C. Lasta
RESUMEN

Se describe el resultado obtenido al bañar 4 lanares provenientes 
del partido de La Plata, afectados de sarna psoróptica, comparados con 
4 lanares originarios del partido de Tres Arroyos, en idénticas condi­
ciones de parasitación.

Se comentan consideraciones de quimiorresistencia, como asimismo 
algunas experiencias adquiridas en la labor profesional, mencionándose 
algunos detalles sobre la correcta o incorrecta forma de efectuar bal­
neaciones en algunos establecimientos ganaderos.
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TETANIC TOXIN PRODUCTION IN TWO DIFERENT 
CULTURE MEDIUM

SUMMARY
In this work we use two comparative culture medium of tetanic 

toxin production One of the culture medium is a classic broth upon 
the base of digested pig stomach with meat broth and the other is 
sinthetic tripsic hydrolized caseine and soys pepton.

The sinthetic medium yield a toxoid in which the activity is si­
milar to that obtained by the classical medium and is 42 percent less 
expensive considering the value of raw material in which the nitrogen 
value is 2,1 gammas by Lf obtained from the classic medium.

The author consider the employ of sinthetic medium useful be­
cause it will permit the low cost of toxoid production and give a high 
purify product. Studies will be continued to determine the variabili­
ties that they will be do to the standard productions of toxine and the 
power eficiency of obtained antigens.
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TREATMENT ON SHEEPS AFFECTED BY PSOROPTIC MANGE FROM 
THE TRES ARROYOS AND LA PLATA DISTRICT WITH 

THE SAME ACARICIDE DRUG

SUMMARY

It has been described the result obtained when dipping four sheep 
who came from La Plata district, affected by psoroptic mange in 
comparison with four sheep from the district of Tres Arroyos, in the 
same parasitation conditions.

There are chemoresistance considerations as experiences obtained 
from professional work, with the mention of some details about the 
correct or incorrect way to perform dippings in certain stock raising 
establishment.


