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Los diversos métodos de aislamiento de
los virus de la viruela (variola wmajor-
variola minor o alastrim), no habian per-
mitido diferenciar con precisién las carac-
teristicas virales diagnésticas de dicha enfer-
medad.

En la clinica existen algunos caracteres
diferenciales entre ambas virosis, corres-
pondiendo a la variola minor o alastrim, la
ausencia, en términos generales, de la fase
supurativa que caracteriza la variole major
con la secuela de sus marcas indelebles; y
sus complicaciones {recuentes de ese
momento clinico que determina, en la
variola magjor, una mortalidad de méas del
40% de los casos, mientras que la vardola
minor, o alastrim, s6lo causa una mortalidad
de un 2 %, aproximadamente.

Cabe recordar también la presencia de
plstulas hemorrdgicas del alastrim, dentro
de su benignidad, como lo pudimos com-
probar en 1937, en el Hospital de Valencia,
cuadro clinico que hubiera sido mortal en
1a variola major (1).

Los métodos modernos de aislamiento de
los virus variola, para agrupar los dos,
variola major y alastrim, se basan en el
cultivo en membrana corioalantoide del
embrién de pollo de un promedio de 12
dias de incubacién e inoculados por cidmara
artificial para dar entrada al inéculo con
facilidad (2, 3).

Dinger (4), en 1956, utilizé, ademis de
embriones de pollo, la inoculacién en
conejos y ratones, pero sin llegar a dis-
tinguir una clara diferenciacién entre
viruela y alastrim; también Helbert (5),
en 1957, realiz6 estudios diferenciales, y
asimismo Nizamudin y Dumbell (6) en
1961. Sus trabajos publicados sobre el
mismo tema, ofrecen econsideraciones de
valor para la consecucién de la forma de

* Manuserito recibido en julio de 1962.
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distinguir ambos virus (variole major y
variola minor), y todos esos trabajos coin-
ciden en dos hechos demostrables:

1) que el virus de la viruela (variola
magjor), crece en abundancia en la mem-
brana corioalantoide de pollo, a la tem-
peratura de 38,5°C., mientras que a 35
6 37°C., la formaeién pustular, en su creci-
miento, se presenta, pero reducida en nimero
y tamafio.

2) que el virus alastrim (variola minor)
no crece a la temperatura 38,5°C.

Los trabajos asi enumerados, dieron la
clave para que Dumbell, ya nombrado,
Bedson y colaboradores (7), en un reciente
trabajo experimental realizado en el De-
partamento de Bacteriologia de la Uni-
versidad de Liverpool, llegaran a definir un
método diferencial que se basa en la incuba-
ci6n a distintas temperaturas y en lapsos
mayores a los que normalmente se venian
usando, en embriones de pollo.

Todos esos trabajos fueron realizados
utilizando las cepas “Harvey” de virus
variola major y “Butler” de variola minor.

Desde febrero de 1962 reexaminamos una
serie de muestras de costras tomadas de
casos sospechosos de alastrim, los cuales
habian sido considerados como negativos
como resultados de nuestros analisis en
embriones de pollo (a 37°y 39°C.), casos que
se clasificaron como varicela de tipo grave.
Esas costras habian quedado en nuestro
Laboratorio a —70°C. durante todo el
tiempo. Con ese material se puso en prictica
la técnica diferencial recomendada por
Dumbell y colaboradores (8) para deter-
minar si algunos de esos casos, que pro-
cedian de poblaciones numerosas del pafs,
correspondian en realidad a alastrim; el
resultado fue del todo negativo, como puede
verse en el cuadro No. 1, y esto es muy
apreciable para nosotros, por cuanto
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Cuapro No. 1.—Resultados de las inoculaciones en embriones de pollos de 11 dias de incubacidn, con
suspensiones de costras conservadas a —70°C., de casos reportados negativos a alastrim utilizando otras
técnicas, somelidas de nueve a temperaturas de 38,6°C. y 36°C.—Casos procedentes de varias ciudades de
Venezuela.

. c};“;‘;h‘is{;smcxg:{:;s Fecha de nocula- Incubados a 38,5°C. Incubados a 35°C.
iudad y caso guardadas a 70°C. cxénel\r/i(e:mgnones 2o |40 | 60 20 | a0 | o0
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Venezuela lleva més de diez afios sin
viruela.

Durante los meses de enero y febrero de
1962, recibimos del Departamento de
Demografia y Epidemiologia, dictamen de
algunos casos sospechosos de tener alastrim
o de varicela grave, de indigenas proximos a
la frontera con el Brasil, Y nos enviaron
muestras (costras) de varios casos, tanto de
adultos como de nifios, de esos enfermos. El
estudio de esos materiales se describen a
continuacion.

MATERIAL Y METODO

Las muestras enviadas, consistentes en
costras de puastulas de 14 casos, fueron
transportadas en tubos de vidrio, en forma
individual y sin refrigeracién. Tan pronto
llegaron al Instituto, se pasaron a la con-
gelacién a —70°C. Se trituraron las costras
de cada caso en mortero con alundun estéril
con solucién salina y suero normal de
conejo al 2% como diluente. Se centri-
fugaron a 3.000 r.p.m. en frio, y se tomé
el sobrenadante que tratamos con penicilina
y estreptomicina. Se numeré cada muestra
del 1 al 14 y se inocularon 12 embriones de
pollo de 11 dfas de edad por cada muestra—
en total se inocularon 168 huevos
embrionados. Todos fueron inoculados con
0,10 de ese indculo por camara artificial
sobre la membrana corioalantoide de cada
embrién, observindose que eada embrién
estaba vivo y movible al término de las
inoculaciones (ovoscopia).

Se repartieron 6 embriones de cada
muestra inoculada a cada una de las dos
estufas termorreguladas, la una a 38,5°C., y
la otra a 35°C. (temperaturas fijas) para
cosechar en lapsos de cada 48 horas, es
decir, a los dos dias, al cuarto dia vy al
sexto dia de las inoculaciones.

ESTUDIO DE LOS EMBRIONES INOCULADOS,
CON SOSPECHA DE ALASTRIM DE
LOS INDIGENAS
1) A las 48 horas de incubados tanto a

38,5°C. como a 35°C., no se vieron lesiones
pustulares. Los embriones estaban todos
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F16. 1.—Pustula en las membranas cortoalan-
toide de un embrion de pollo inoculado, cosechado al
4° dia de incubacion a la lemperatura de 35°C,

F16. 2.—Pustula en las membranas corioalan-
toide de embriones de pollo inoculados, cosechado al
6° dia de incubacion a la temperatura de 35°C.

vivos (uno infectado por infecciones secun-
darias, que se descartd).

2) Al cuarto dia los embriones inoculados
e incubados a 35°C., dieron, como se pueden
ver en las fotos, pustulas redondas, com-
pactas, pequenas y diseminadas, mientras
que los embriones inoculados incubados a
38,5°C. al cuarto dia de cosechados, no
ofrecian lesiones pustulares.

3) A los 6 dias de incubacion, los
embriones incubados a 33°C. aparecieron
con pustulas mds voluminosas, casi con-
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F1c. 3.—Casos clinicos de indigenas referidos en este trabajo (Departamento de Demografia y Epi-
demiologia; Ministerio de Sanidad y Asistencia Social).

( g

Cuapro No. 2.—Resultados de la inoculacion de las costras de los casos de los indigenas en embriones
de pollo de once dias de incubacién a temperaturas de 38,5°C. y 36°C., y cosechados al segundo, cuarto y
sexto dias.*

| Temperatura 38,5°C. Temperatura 353°C,
Caso Edad en |
= afos | - - e
| 29 dia | 4° dia | 6° dia Resultado 2% dia | 4° dia | 6° dia Resultado
C. 8. T — 11 (o | o | o Negativo 0 + -+ Positivo
WE P ion v wos e 22 0 0 0 | “ 0 TE + “
N R 5 0 0 0 “ 0 + + “
& e S non svaadiusa 9 0 0 0 L 0 -+ +
JR......... ... 10 0 0 0 | ¢ 0 (0 0 Negativo
Vo Grivonin wvn i v 00 0 |0 0 | " 0 + + Positivo
D.R.................. 9 0O | 0 0 | e 0 - 4 4
R.R............... ... 24 0 0 o | L 0 4+ 4
| - e 30 0 0 0 L 0 + +
L.S............. Lo 2 0 0 0 “ 0 + -+ o
e P 60 0 0 0 2 0 0 0 Negativo
£
G.R......... ... .. ... 32 0 0 0 e 0 - 4 Positivo
Ch.O............. ... 60 0 0 0 o 0 - + £
G e s : 24 0 0 0 £ () 0 0 Negativo

* Se pudo identificar que entre esos casos con lesiones pustulares tres correspondieron a probable-
mente varicela.
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fluentes, mientras que de los incubados a
38,5°C., ninguno dio lesiones; uno de los
embriones estaba muerto por infeceién
secundaria. Se estima asf que:

a) La mortalidad de los embriones fue
nula a 38,5°C.

b) Los embriones cosechados a las 48
horas, a la temperatura de 35°C. y a la de
38,5°C., no presentaron lesiones (embriones
normales).

¢) Los embriones inoculados e incubados
a 35°C., al cuarto y sexto dia ofrecieron
lesiones pustulares propias del virus variola
minor.

d) Los embriones incubados a 38,5°C. no
dieron lesiones pustulares. Todos vivos.

La téenica de Dumbell y Bedson aplicada
en esta oportunidad para estudiar muestras
de una epidemia local de alastrim, nos
demuestra que es un método de gran
sensibilidad para aislar y diferenciar el virus
de variola minor (alastrim), el cual se
reproduce solamente a 35°C. (Véase cuadro
No. 2).

Para mayor seguridad de apreciacién
de los resultados encontrados, hicimos
inocular conejos blancos por escarificacién
de la piel. En ninguna ocasién, atin dejando
al animal durante 7 dias bajo observacidn,
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pudimos encontrar lesiones pustulares, las
que, por el contrario, son de una frecuencia
100 % positivas con el virus de la vacuna
antivari6lica.

CONCLUSIONES

1) En ninguna de las muestras de casos
sospechosos de tener alastrim, procedentes
de ciudades del interior del pais, que hemos
estudiado con este método, se pudo aislar
virus de viruela, eomo lo eomprueban las
muestras negativas procedentes de Caracas,
La Guaira, Valencia, Maracaibo, Puerto
Cabello, San Felipe, ete., ete. (cuadro 1).

2) Hemos aislado un wvirus con las
caracteristicas del virus variola minor
(alastrim) de costras de casos clinicos en
indigenas de la frontera con el Brasil, lo
cual consideramos como factor importante
de defensa de la salud nacional, y asimismo
como un nuevo aporte al estudio de la
virologia. venezolana (véanse las ilustra-
ciones y el cuadro No. 2).

3) Mientras existan regiones del con-
tinente americano, de las cuales la viruela
no haya sido erradicada, representando una
amenaza para los demds pafses, ain en los
mejor protegidos, se hace necesario recomen-
dar que se debe continuar manteniendo un
alto nivel de vacunaciones antivaridlicas.
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DIFFERENTIATION OF ALASTRIM VIRUS (Summary)

The article deseribes the advantages of the
Dumbell and Coll technique for differentiating
smallpox viruses (major and minor) in chick
embryos inoculated in chorioallantoic membrane,
incubating the embryos at 35° and 38.5°C. It is
also shown that virus isolated from an outbreak
among natives in the border area with Brazil was
virus vartola minor (alastrim) as it only formed
pustules at 35°C and was negative at 38.5°C in
the C.A.M. of embryos inoculated with scabs
from such cases. There has not been any smallpox

in Venezuela since 1954, due to the systematic
organization of anti-smallpox vaccination. The
author recommends, however, that as long as
there are certain areas on the American Con-
tinent where smallpox still exists, representing a
danger also to the best protected countries,
systematic anti-smallpox vaccination should be
continued in order to avoid exposure, as in the
present case, to the disease. Likewise, scabs from
varicella patients in various urban areas were
studied by the author.



