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Entre las enfermedades del hombre la
fiebre amarilla fue la primera cuya causa se
probd qgue es un virus filtrable ultramicros-
cdpico (62, 94). Los autores de este descu-
brimiento consiguieron demostrar que la
fiebre amarilla es la primera enfermedad viral
del hombre de la cual se supo que el agente
transmisor son los mosquitos. Estos tras-
cendentales descubrimientos fueron de gran
importancia al control de la enfermedad,
pero durante un cuarto de siglo nada pudo
adelantarse en el conocimiento de la enferme-
dad hasta que se encontrd, finalmente, un
animal huésped susceptible a ella, (84). Las
Investigaciones sobre fiebre amarilla hechas
desde 1927 han adelantado considerable-
mente la labor de control de esta enfermedad
v han servido ademis de orientacién a los
trabajos sobre otras enfermedades transmi-
tidas por insectos.

En 1951 (85) se publicé, bajo la direccién
de Strode, un resumen bastante completo de
los trabajos de investigacién més impor-
tantes sobre la fiebre amarilla. Figura en ese
volumen un capitulo sobre inmunologia,
donde se trata el tema con una amplitud a
la que no aspira este trabajo y se da a conocer
mucho material no publicado anteriormente.
En la presente comunicacién se tratard
especialmente de la inmunologia en sus
relaciones con la vacunacién, y se estudiardn
los trabajos originales méds importantes
publicados desde 1951.

La inmunidad a la fiebre amarilla puede
ser activa o pasiva. La inmunidad activa del
virus puede derivarse de la infeccién natural,
de la infeccién experimental o de la vacuna-
ci6n. La inmunidad pasiva puede ser el re-
sultado de la inmunidad transmitida por una
madre inmune a su hijo, o de la inoculacién

* Este articulo se publicé en inglés en World

Health Organization Monograph Series No. 30,
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a un individuo, que de otro modo seria
susceptible, con anticuerpos portectores
derivados de un individuo inmune.

INMUNIDAD ACTIVA

Inmunidad active debida a la infeccién natural

Desde antes de que se conociera un hués-
ped susceptible al virus de la fiebre amarilla
se sabfa ya que el ser humano que contraia
la enfermedad y se reponia de ella, adquiria
inmunidad y no volvia a tener un segundo
ataque en toda su vida (54, 62, 94). Poco
después de haberse descubierto la suceptibi-
lidad del mono rhesus al virus de la fiebre
amarilla (84), se observé que el suero de
personas que habfan conseguido reponerse
de la enfermedad resultaba eficaz para pre-
venir la infeccién en el mono (84) cuando era
inyectado al mismo tiempo que se inoculaba
el virus o casi al mismo tiempo. Se pudo
sacar partido de este hecho, especialmente
en los Laboratorios de Investigacién de la
Fiebre Amarilla de Yaba, Nigeria, para el
estudio de la distribucién y la frecuencia de
la fiebre amarilla en varios paises del Africa
Occidental (5, 35). Se observé igualmente
que las pruebas de proteccién con suero de
personas en el estado agudo de la enferme-
dad, y con suero de casos sospechosos en
convalecencia, se podian utilizar para fines
de diagnéstico. La prueba de proteccion
revelé asimismo que la fiebre amarilla del
Continente Africano y la de Sur América
son la misma enfermedad (34, 36). Esos
métodos inmunoldgicos, descubiertos en
1927 y 1928, se han reemplazado ahora por
otro método més conveniente, sobre todo por
lo que tiene de menos engorroso y de menos
costoso, que consiste en efectuar la misma
prueba en ratones suizos. Sin embargo, los
primeros experimentos en monos revelaron
la importancia de los métodos inmunoldgicos
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para el diagndéstico y los estudios epidemiol-
gicos.

El mecanismo determinante de la inmuni-
dad a la fiebre amarilla, tanto en el hombre
como en los animales susceptibles a la
enfermedad, es muy poco conocido. Se sabe
que el desarrollo de la inmunidad va aso-
ciado a la presencia en el suero de un anti-
cuerpo capaz de neutralizar el virus, pero se
ignora si ejercen también alguna acecién otros
mecanismos defensivos, ademés del humoral.
La inoculacién del virus en un huésped in-
mune no provoca reaccién visible, aun
cuando se haga la inoculacién por via intra-
dérmica en un lugar donde cualquier reaceién
inflamatoria, por benigna que fuese, podria
ser ficilmente observable. Sin embargo, en
el huésped inmune el virus es neutralizado
eficazmente y rara vez se puede recobrar
una vez que se inyectd.

La reaccién de anticuerpos provocada en
el hombre por la infeccién natural con el
virus de la fiebre amarilla se presenta con
bastante rapidez (8) e incluso en los casos
de muerte ocurrida al cuarto o quinto dia
dichos anticuerpos pueden ser descubiertos,
por regla general, antes de la muerte. Una
vez producida esta reaccién del organismo,
la inmunidad que el ser humano adquiere
es, al parecer, perpetua. Se ha comprobado
la presencia de anticuerpos de esta clase
hasta 75 afios después de un ataque de fiebre
amarilla (64). Otra prueba de la persistencia
de la reaccién inmunizante reside en el des-
conocimiento de casos auténticos de infeccién
plural en un mismo individuo con virus de la
fiebre amarilla.

Ciertos animales silvestres que son hués-
pedes naturales de la fiebre amarilla tanto
en Africa como en Sur América, especial-
mente los primates, reaccionan a la infeccién
con anticuerpos de un modo semejante en
todo a como reacciona el hombre. En los
monos, como en el hombre, la duracién de la
reaccién es prolongada. Este cardcter dura-
dero de la reaccién tanto en el hombre como
en el animal silvestre huésped (mono) se
utiliza en los estudios epidemiolégicos para
determinar la presencia y la densidad de la
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infeccidn en condiciones naturales (22, 24,
29, 40, 41).

Inmunidad activa subsiguiente a la infeccidn
experimental

Todas las caracteristicas de la reaccién
que la experiencia ha permitido definir como
tipica de los seres humanos infectados de
fibre amarilla, pueden observarse, asimismo,
en los primates inoculados experimental-
mente. Si se inocula a un mono susceptible
una pequefia dosis de virus de la fiebre
amarilla o se somete al animal a la picadura
de uno o més mosquitos infectados de una
especie vectora, se produce una infeccién
tipica (84). Si el mono pertenece a una espe-
cie muy susceptible, como el rhesus de la
India (Macaca mulaita) y, especialmente, si
el virus infectante es de una cepa africana, la
muerte serd casi inevitable; pero si se sangra
al animal in exiremis y se inactiva el suero
para destruir cualquier virus que pueda
contener, es casi seguro que se podran hallar
anticuerpos neutralizantes. En el caso de que
el animal sobreviva, suelen observarse anti-
cuerpos tres o cuatro dias después de haber
quedado demostrada por primera vez la
presencia de virus en el suero. En los pri-
mates inoculados en el laboratorio, lo mismo
que en los seres humanos y en los monos
naturalmente infectados, los anticuerpos,
una vez aparecidos en el suero, persistirdn
probablemente durante el resto de la vida
del animal. Un mono que haya presentado
esa reaccién de anticuerpos es completa-
mente refractario a la reinoculacién con el
virus de la fiebre amarilla, con entera inde-
pendencia de su grado de susceptibilidad
inicial.

Tanto el ser humano naturalmente infec-
tado (8) como el mono inoculado para
fines de experimentacién con virus de fiebre
amarilla presentan, pues, la fase de la
enfermedad en que tanto el virus como los
anticuerpos especificos son demostrables en
la sangre. En esta fase disminuye, por su-
puesto, la cantidad de virus y aumenta la
de anticuerpos. Este aspecto de la infeccién
en los monos se produce durante un perfodo
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24 a 48 horas, entre el tercero y el quinto o
sexto dias después de la inoculacién de cual-
quier dosis de virus, salvo si es extraordina-
riamente pequefia. Con dosis minimas de
virus se puede retardar el conjunto de la
reaccién clinica, como lo demostré Bauer
con experimentos en los que se titulé el virus
de la fiebre amarilla en monos rhesus (2).
En estos experimentos los animales que re-
cibieron dosis infectantes minimas no pre-
sentaron reaccién durante un prolongado
periodo de tiempo, pero al presentarse la
infeccién sus manifestaciones ofrecieron en
todos los respectos, incluso la reaccién de
anticuerpos, las caracteristicas tipicas de la
infeceién con un periodo de incubacidn més
corto.

La inmunidad activa inducida por la vacuna-

cion

En su contribucién a la monografia de la
OMS sobre vacunacién contra la fiebre ama-
rilla, Courtois trata de los aspectos practicos
de esta cuestion (véase la pdg. 335); por nues-
tra parte nos referiremos a los aspectos hist6-
rico y tedrico. La primera vacuna contra la
fiebre amarilla se debe a Sawyer, Kitchen y
Lloyd (66). Su método consiste en la inocula-
cién de una dosis moderada de virus de la fie-
bre amarilla neuroadaptado, junto con una
cantidad de suero inmune especifico, sufi-
ciente para anular cualquier efecto perjudi-
cial que el virus hubiese podido provocar de
otro modo. Este método se ensayd original-
mente en monos y se vié que era satisfactorio.
Cuando empezé a aplicarse a seres humanos,
los primeros vacunados fueron sometidos
a hospitalizacién, a cuarentena y rigurosa
observacién. Se registraron reacciones clini-
cas leves en algunos casos, pero nunca llega-
ron a revestir gravedad. La reaccién de
anticuerpos fue satisfactoria y el suero de las
personas vacunadas resultd ser de elevada
capacidad protectora (67). Sin embargo,
hubo que limitar considerablemente la apli-
cacién del método en gran escala debido a la
prohibitiva cantidad de suero inmune espe-
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cifico que requiere. Los enfermos conwvale-
cientes y las personas vacunadas constituian
la fuente original de abastecimiento de suero
inmune, pero al resultar ésta insuficiente, se
recurrié a la hiperinmunizacién de monos
(89) o de huéspedes no susceptibles, como los
caballos y las cabras, para poder hacer frente
a la demanda. Pero el empleo de la vacuna se
extendié de tal modo que ni siquiera esas
fuentes hubiesen podido dar abasto.

Los investigadores de varios paises se
dedicaron a busecar una vacuna contra la
fiebre amarilla, y la primera que se empled
en gran escala fue la cepa atenuada de
Lloyd, Theiler y Ricei (48). Se usé primero la,
cepa 17E (47), reemplazada poco después
por la cepa 17D (90, 91) de propiedades, al
parecer, més fijas. Esta cepa se estudid
detenidamente en el laboratorio antes de
aplicarla en el campo (91). Kl primer experi-
mento en gran escala realizado en el campo
con vacuna 17D fue el de Smith, Penna y
Paoliello, en el Brasil (73, 82). Esos investi-
gadores dedicaron su atencién especialmente
a los aspectos técnicos del problema, por
ejemplo, la manera de transportar un pro-
ducto termol4bil y de administrarlo a impor-
tantes grupos de poblacién dentro del tiempo
determinado por la labilidad del material.
Originalmente se efectuaron también bi-
oensayos de cada lote de vacuna y muestreos
de las personas vacunadas, antes y después
de la inoculacidn, a fin de estudiar la reaccién
de anticuerpos. Se vié que en un gran por-
centaje de casos se podian determinar anti-
cuerpos demostrables mediante indculos que
contenian 100 o mis DLs (dosis letales) de
vacuna 17D. En algunos individuos la reac-
cién fue igualmente buena con dosis menores,
pero el porcentaje de los casos que presenta-
ron reaccién fue menor. Las reacciones a la
vacuna fueron poco comunes, y de cardcter
leve (73, 83). En vista de ello se adopté la
vacuna 17D para uso corriente en el Brasil
y en otros paises de América del Sur y de
Centro América, asi como en ciertas partes
de Africa.

Al estallar la segunda guerra mundial, la
Fundacién Rockefeller se encargd de sumi-
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nistrar vacuna 17D contra la fiebre amarilla
a las fuerzas armadas de los Estados Unidos
de América y de los paises aliados. Durante
el curso de la guerra los laboratorios de la

Fundacién produjeron méds de 25 millones

de dosis de esta vacuna, que fueron distri-
buidas entre los organismos oficiales norte-
americanos y aliados. En los primeros afios
se preparaba la vacuna con un componente
de suero humano no inmune, considerado
entonces necesario para impedir el deterioro
del virus. La vacuna asi preparada causé
gran nimero de casos de hepatitis (23),
especialmente entre los militares norteameri-
canos (69, 70, 93) debido a la contaminacién
con el virus de la hepatitis, relativamente
termoestable, que el componente de suero

humano contiene. Con anterioridad Theiler
hahia

it es 1N

ntos que demos-
traron la posibilidad de preparar vacuna
eficaz sin utilizar suero. Al ocurrir esta serie
de casos de hepaiitis, los laboratorios del
Servicio de Salud Publica de los Estados
Unidos (31) y los laboratorios de la Funda-
cién Rockefeller en Nueva York® empezaron
la produccién en gran escala de vacuna sin
suero. Desde entonces no se han notificado
casos de hepatitis como consecuencia de la
vacunacién con la cepa 17D.

Theiler vy Smith (91), y Smithburn y
Mahaffy (78) estudiaron la reaccién de
anticuerpos a la vacuna 17D en monos rhe-
sus. La nrpcpnmn del virus de la vacung rara

vez se encuentra en la sangre de los monos

realizado experim

inoculados, pero éstos reaccionan con la
L mvin o At ,J antinianm~ng agnantBang Ao oo
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trables en la sangre aproximadamente dentro
de los 7 dias siguientes a la inoculacidén. Sin
embargo, Ia prueba experimental revela
que los monos vacunados con virus 17D son
refractarios al virus pantrépico dentro del

2 Segin el Dr. F. L. Soper, la produceién de
vacuna 17D, sin componente de suero humano,
la inicid v qunh]pmn como préetica corriente para

todas las vacunas de ﬁebre amarilla producidas
en el Brasil & partir del mes de agosto de 1940, el
Dr. J. A. Kerr, en el laboratorio del Servicio para
el Estudio e Investigacién de la Fiebre Amarilla,
sostenido por el Ministerio de Salubridad del
Brasil y la Fundacién Rockefeller. Este hecho no
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término de tres a cuatro dias a contar de la
fecha en que se les administra la vacuna 17D.
Por lo tanto, los animales en realidad son ya
refractarios a la inoculacién tres o cuatro

diag tos d fonh d d
< a In fonha on ata an nnade a-
Glas anves Qe 14 iecns en uo 50 putu o

mostrar la presencia de anticuerpos en la
sangre. Si esta circunstancia se debe a la
presencia de anticuerpos en cantidad tan
pequefia que no es posible descubrirlos con
los métodos conocidos, o si se debe a que la
inmunidad en curso adquiera efectividad
durante el periodo de incubacién que el virus
pantrdpico necesita, es un punto no esclare-
cido todavia.

La administracién de la vacuna 17D al
hombre va seguida, dentro del término de
siete a diez dias, de la presencia en el suero
de anticuerpos especificos demostrables ca-

naces de neutralizar el de la fiebre

paces fiebre
amarilla (78, 91). En la aplicacién practica o
de campo, el porcentaje de personas que
reaccionan a la vacuna es muy elevado. Se
registran a veces fallas en los trabajos de
campo, pero el autor pudo comprobar por
experiencia que, al administrar la vacuna
contra la fiebre amarilla a los nuevos
empleados de un laboratorio de campo y
estudiar las reacciones mediante pruebas de
proteccién, no se observaron fallas du-
rante un periodo de varios afios. Los fraca-
s0s que ocurren en las pricticas de campo se

deben, probablemente, a vacunas de escasa
potencia o a técnicy,
sas.

Los hombres de ciencia franceses que tie-
nen & su cargo la proteccidn de los
y demis personas residentes en vastos
territorios de ultramar, muchos de ellos
situados en la zona tdrrida, donde la fiebre
amarilla es endémica, se dedican desde hace
muchos afios a estudiar el problema de la
vacunacién contra la fiebre amarilla. Sus
vacunas, de las que son un ejemplo los pro-
ductos propuestos por Sellards y Laigret
(72), Laigret (42, 43) y Peltier (57, 58),
parten invariablemente del empleo de la
cepa neurotrépica francesa de virus de la

fiebre amarilla, en una u otra forma.
vacunas sucesivamente utlhzadas por

v!v‘l 18
i
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s de vacunacién defectuo-
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virus, sujetas a grados variables de exposi-
cidn térmica (43) (en la creencia, probable-
mente infundada (21, 92), de que asi se
conseguia una atenuacién) o suspendidas en
algiin menstruo (55, 56). M4s recientemente
los investigadores del Instituto Pasteur, en
Dakar, han empleado el virus neurotrdpico
desecado en presencia de goma ardbiga y lo
han aplicado tépicamente junto con vacuna
antivaridlica (58, 59). En los territorios
franceses se ha inoculado a muchos millones
de personas con estas vacunas y por este
procedimiento (58). Los resultados, interpre-
tados bien sea en funcién de reaccién de
anticuerpos (20) o de incidencia de la fiebre
amarilla en los territorios donde se aplicé
la vacuna en esta forma, han sido buenos.
Sin embargo, este método encierra ciertos
peligros potenciales, por ejemplo, la posibili-
dad de que la forma neurotrdpica del virus
pueda provocar la encefalitis en algunos de
los vacunados, o de que ciertos virus, que a
veces son endémicos en los ratones suizos
utilizados en la preparacién de la vacuna,
puedan llegar a mezclarse con ella e infectar
a las personas vacunadas. No se han notifi-
cado infecciones de este altimo tipo debidas,
por ejemplo, al virus de la coriomeningitis
Iinfocitica. Sin embargo, fuera de los terri-
torios franceses se han denunciado (19, 50)
casos de encefalitis subsiguientes al empleo
de la vacuna de Dakar y, desgraciadamente,
algunos de estos incidentes han asumido
serias proporciones (50). A fin de utilizar
la cepa 17D, atenuada, y evitar asi los
posibles peligros de la cepa neutrotrépica
més activa, aprovechando al propio tiempo
clertos aspectos ventajosos de la vacuna
francesa, Hahn (30) prepard vacuna 17D en
embrién de pollo, liofilizada con goma ard-
biga y administrada tdpicamente junto con
vacuna antivaridlica, y comprobé después
los resultados. Los obtenidos en un ensayo
de campo, fueron altamente satisfactorios.
Quizds esta vacuna resulte la preferible para
las campaiias de vacunacién en masa. En
la monografia de la OMS sobre vacunacién
contra la fiebre amarilla se dedica un capi-
tulo especial a esta cuestién.
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INMUNIDAD PASIVA
Immunidad heredada de los padres

En Brasil y en Nigeria los investigadores
observaron que las eriaturas nacidas de
madres inmunes a la fiebre amarilla [levaban
ya en la sangre, al nacer, anticuerpos protec-
tores contra este virus (32, 81). Que esta
inmunidad no provenia del amamanta-
miento, quedé demostrado mediante pruebas
positivas realizadas en especimenes de sangre
recogidos del cordén umbilical. Varios
investigadores han podide comprobar igual-
mente que las crias de los monos inmunes a
la fiebre amarilla poseen asimismo anti-
cuerpos protectores al nacer, Se ha compro-
bado que esta inmunidad heredada desa-
parece durante los primeros meses de vida y
que el individuo recién nacido pasa a ser
entonces completamente susceptible. Este
fenémeno es interesante desde diversos
puntos de vista. Es de importancia en medi-
cina, porque plantea la cuestién de saber si
conviene inmunizar a estos individuos
activamente contra la fiebre amarilla mien-
tras poseen ain inmunidad heredada. No
tenemos noticia de que hasta la fecha se
hayan publicado experimentos relativos a
este problema. Sin embargo, se sabe que en
otros campos donde se manifiesta la inmuni-
dad heredada, es posible adquirir la inmuni-
dad activa mientras la inmunidad heredada
persiste todavia. Mientras no se hayan lle-
vado a cabo estudios que permitan deter-
minar este punto en relacién con la fiebre
amarilla, parece aconsejable no prescindir
de la vacunacién de las criaturas que poseen
anticuerpos derivados de una madre inmune.

Traspaso de la inmunidad por inoculacion

Mientras se empleaban monos rhesus
como huéspedes en pruebas de proteccién
contra la fiebre amarilla, se observé que el
suero de un sujeto inmune ejerce su accién
protectora, en el animal inoculado, aun
cuando se administre algunas horas después
de la introduccidén del virus (3, 15). La aceién
preventiva es igualmente eficaz si se adminis-
tra el suero un dia, y hasta dos dias, antes
de la inoculacién del virus. Asi pues, los
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cuerpos inmunes tomados de un huésped y
trasladados a otro, de la misma o de dife-
renle cspecie, confieren un estado de inmu-
nidad al sujeto receptor. La inmunidad de
este tipo es transitoria, y st la inoculacién
de suero inmune se efectda con antelacién o
posterioridad excesivas a la introduccién
del virus virulento, el efecto protector es
nulo (3, 15). Se ha observado también que
la inmunidad pasiva asi transferida es de
duracién menor si el anticuerpo procede de
una especie heterdloga de aquella en la cual
se introduce (3).

Se ha intentado utilizar esa inmunidad
pasiva en el tratamiento de la fiebre amarilla
v de otras enfermedades virales mediante
el empleo de suero inmune o hiperinmune,
pero el éxito de esos esfuerzos no ha sido
considerable. Existe, sin embargo, la posibi-
lidad de hallar aplicacién prictica a este
fenémeno. Antes de que se descubriera la
vacuna contra la fiebre amarilla los trabajos
de experimentacién relacionados con esta
enfermedad eran sumamente peligrosos.
Entonces se recurria con frecuencia al
traspaso pasivo de la inmunidad cuando un
sujeto se infectaba accidentalmente o que-
daba expuesto a la infeccién del virus de la
fiebre amarilla. En los laboratorios se con-
servaban reservas de suero inmune para este
fin y, en caso necesario, se inoculaba a las
personas que, por algin accidente de labora-
torio, quedaban expuestas a la infeccién (12).
No es posible afirmar con certeza que esos
esfuerzos tuvieran éxito en la prevencién de
infecciones, pero hay motivos para sospechar
que pueden haberlo tenido.

DEMOSTRACION DE LA INMUNIDAD MEDIANTE
PRUEBAS DE PROTECCION

El primer método ideado para efectuar
pruebas de proteceién contra la fiebre ama-
rilla requeria el uso de monos rhesus (84). En
los primeros estudios de este tipo, realizados
para investigar la distribucién de la fiebre
amarilla entre los pobladores del Africa
Occidental (5, 35), se empleaban dos monos
rhesus para el ensayo de cada suero. El
método resultaba, por lo tanto, sumamente
costoso y, como consecuencia, su aplicacién
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limitada. Sin embargo, al descubrir Theiler
(86), en 1930, que el virus de la fiebre ama-
rilla es patdégeno para los ratones suizos
cuando se inocula en el cerebro de estos
animales, quedé abierto el camino para el
empleo de métodos més pricticos en las
pruebas de proteccién. Theiler demostré que
el suero inmune de la fiebre amarilla, mez-
clado con el virus e inoculado intracerebral-
mente, ejerce una accién neutralizante y
evita la infeceién en los ratones (87, 88). Se
consideraba entonces, sin embargo, que la
inmunidad podia quedar demostrada de
modo méis concluyente si se administraban
grandes cantidades de suero. Sawyer y
Lloyd (68) son los autores de la primera
téenica para la prueba de proteccién extra-
neural que permite administrar la mayor
cantidad posible de suero. Su método con-
siste en agregar cantidades de 1,5 ml. de
suspensién concentrada de virus de cerebro
de ratén a 3,0 ml. de suero no diluido, y en
inocular la mezcla por via intraperitoneal,
en dosis de 0,6 ml. por sujeto, a ratones pre-
viamente preparados mediante la inyececién
intracerebral de una pequefia cantidad de
solucién soluble de almidén, estéril. Este
iltimo agente causa una leve irritacién del
cerebro y provoea la localizacién del virus de
la fiebre amarilla, ya previamente expuesto,
por otra parte, a la aceién in vitro e in vivo,
del suero con el que habia de mezelarse. Si
el suero contenia los anticuerpos especificos,
los ratones quedaban protegidos; de lo con-
trario, se producia la encefalitis mortal. Este
método se empled en los Laboratorios de la
Divisién de Sanidad Internacional de la
Fundacién Rockefeller, Nueva York (65,
71), en los Laboratorios del Servicio de
Fiebre Amarilla, América del Sur (79, 80),
en los Institutos de Investigacién de I'iebre
Amarilla, Lagos (6, 7) y Entebbe (52, 77) v
en otros lugares (45, 46) durante las encues-
tas intensivas de alecance mundial llevadas a
cabo sobre inmunidad a esta enfermedad.
Mis tarde, cuando se recurrié en mayor
escala a las pruebas de proteccién para otros
fines, aparte los estudios de inmunidad, apa-
reci6 la necesidad de emplear métodos mas
precisos. En varios estudios sobre la reaccién
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inmune provocada por vacunas contra la
fiebre amarilla, se vié que la reaccién de
anticuerpos es, en el hombre, menos intensa
que la reaccién subsiguiente a la infeccién
natural, y para poder determinar con certeza
la reaccién a la vacuna, resulta indispensable
el empleo de métodos més precisos; en los
estudios epidemiolégicos sobre la interven-
cién de los animales silvestres en los ciclos
naturales de infeccidn, se puso de manifiesto
que algunos de estos huéspedes responden al
virus de la fiebre amarilla con menos intensi-
dad que el hombre, y esto exige asimismo el
empleo de métodos més precisos. Se propu-
sieron, por lo tanto, varias modificaciones de
la prueba de proteccién contra la fiebre
amarilla, en particular por Whitman (95),
Bugher (9, 10), y Smithburn (74), encamina-
das a satisfacer uno o varios de los requisitos
especiales que la prueba exige. En principio,
todas esas modificaciones tienen muchas
caracteristicas comunes y difieren de los
métodos originales propuestos por Sawyer y
Lloyd (68) principalmente por emplear una
relacién més exactamente definida entre la
cantidad de suero y la dosis de virus (74), o
preparaciones de virus mejor estandariza-
das (9) o huéspedes de experimentacién m4s
sensibles (10, 74, 95). Se observé que un
método podia ser satisfactorio en un labora-
torio determinado (95) y no serlo igualmente
en otro (74), debido a diferencias de suscepti-
bilidad entre los ratones usados en los
diversos laboratorios. Se di6 asimismo el
caso de que ciertos métodos, especialmente
aquellos que requieren el uso de prepara-
ciones de virus liofilizadas (9), no pudieran
aplicarse en todas partes por falta de medios
para la preparacién del virus estdndar. En
virtud de todos estos factores, los labora-
torios de los diversos pafses, lejos de emplear
ung téenica estdndar para la prueba de pro-
teceidn contra la fiebre amarilla, adquirieron
la costumbre de emplear técnicas que, en
cada caso, resultaban adecuadas para el
laboratorio interesado y para el tipo de in-
vestigaciones a que se dedicase.

Son muchas las variantes de las pruebas
de proteccién contra la fiebre amarilla, sea
cual sea el método empleado, y son suma-
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mente variables las reacciones de los ratones
de diferentes razas a este virus, como pudo
comprobar hace ya afios Theiler (88). Este
investigador pudo asimismo observar que
los ratones de corta edad son mucho més
suceptibles al virus de la fiebre amarilla que
los ratones adultos (88), pero esas variaciones
de susceptibilidad fueron més detenida-
mente estudiadas, afios més tarde, por Whit-
man (95) y Smithburn (74). Otra variante
de importancia en la técnica de la prueba, es
la via por la cual se inocula al animal. En
los ratones adultos el virus ha de introdu-
cirse por via intracerebral, y en el caso de
gue la inoculacién se haga por via extraneu-
ral, se deberd inocular por via intracerebral
un agente localizante. Sin embargo, aun con
el empleo de inyecciones intracerebrales de
solucién de almidén, la inoculacidén periférica
del virus es mucho menos efectiva y se re-
quieren multiples dosis infectivas intracere-
brales para provocar la enfermedad (74).

La dosis de virus usada en la prueba de
proteccién contra la fiebre amarilla es de la
mayor importancia. Cualquiera que sea la
via de introduccién del virus, existe la posi-
bilidad de superar la eficacia de los anti-
cuerpos con una dosis de virus excesiva (74).
La dosis de virus efectiva no es invariable-
mente la misma que el ntmero de unidades
infectivas administradas; se requieren mul-
tiples dosis infectivas intracerebrales para
provocar la enfermedad si el virus se intro-
duce periféricamente, incluso con inyecciones
cerebrales simultdneas de solucién de almi-
dén. Puede darse también el caso de que,
introducidos por una determinada via de
inoculacién, los anticuerpos sean méis efi-
caces contra el virus que si se introducen por
otra via; con el mismo suero, se obtienen
titulos de anticuerpos mis elevados en las
pruebas intraperitoneales en ratones inma-
turos que en las pruebas intracerebrales
(74).

Cuando se efectian pruebas de proteccién
con el fin de identificar nuevas cepas aisladas
de virus (pantrdpico) de fiebre amarilla, la
via de inoculacién preferible es la intracere-
bral, puesto que el virus recién aislado puede
ser de baja virulencia en la inoculacién
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periférica, incluso acompafado de una in-
yeecién intracerebral preparatoria de solu-
cién de almidén (85).

La cepa de virus empleada en las pruebas
puede determinar asimismo ciertas caracte-
risticas téenicas. Por ejemplo, J. H. S. Gear,
B. de Mecillon, y D. H. 8. Davis® usaron el
virus 17D en estudios sobre pruebas de pro-
teccién a fin de evitar la importacién en
Africa del Sur del virus neurotrdpico més
activo. Las pruebas efectuadas con virus
17D dan resultados comparables a los
obtenidos con virus neurotrdpico estdndar,
pero siendo mds lento el progreso de la
infeccién con esta variante, es necesario
mantener los ratones bajo observacién por
un periodo més largo.

Puede ocurrir que en las pruebas de pro-
teccién contra la fiebre amarilla se obtengan
resultados positivos falsos, especialmente con
el suero de ciertos animales (39, 49). Es
necesario tener presente este hecho y aplicar
criterios més rigurosos para la prueba de
estos sueros (9) si se quiere evitar que los
estudios epidemiolégicos puedan dar lugar
a confusiones.

La calidad del suero que se prueba influye
también en el resultado de las pruebas de
proteccién. El autor del presente trabajo ha
titulado repetidas veces virus de la fiebre
amarilla simultineamente en sueros de
diferentes especies, y ha podido comprobar
que el titulo es considerablemente més alto
en unos que en otros. Bugher (9) ha sefia-
lado, por su parte, la necesidad de lograr
resultados exactos con sujetos no Inmunes
de cualquier especie cuyos sueros sean ob-
jeto de amplio estudio mediante pruebas
de proteccién. El mismo autor insiste en que
el an4lisis de los sueros de una determinada
especie puede exigir el empleo de un método
algo distinto (dosis de virus) del que se usa
para fines ordinarios. Ademis, se ha compro-
bado que el suero de ciertas especies de
animales posee propiedades téxicas para el
ratén suizo y exige el empleo de métodos
especiales. Fl autor del presente trabajo ha
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podido comprobar, por su parte, que el suero
del ratel o tején meliforo (M ellivora capensis
Schreber) se comporta de esta forma y no
es posible ensayarlo en estado no diluido.
La dilucién a una concentracién de 1:10
elimina la accidén t6xica en grado suficiente
para permitir la ejecucién de pruebas con
sueros de esta especie.

Es muy importante la distribucién del
virus en la suspensién empleada, y los re-
sultados serdn siempre pobres, con cual-
quier método que se emplee, si no se obtiene
una dispersién uniforme. Cuando se usa
virus fresco de cerebro de ratén, como
ocurre en las pruebas de proteccién del ratén
por via intraperitoneal, es necesario proceder
con sumo cuidado y paciencia al preparar la
suspensién. Cuando se emplea virus conser-
vado (congelado o liofilizado), se debe pro-
ceder asimismo con suma, cautela al preparar
la suspensién madre, y convendri tomar
clertas precauciones al reconstituir este
material para realizar las pruebas. Es posible,
por ejemplo, que el virus liofilizado, rehi-
dratado y titulado inmediatamente, dé un
titulo més bajo que si se deja en reposo de
15 a 30 minutos antes de preparar las dilu-
ciones, circunstancia debida, probablemente,
a que las particulas de virus en el liguido no
se dispersan por completo inmediatamente.

Es imprescindible emplear para el virus,
debido a su sensibilidad a los electrolitos (4),
un diluente que contenga proteina. Las subs-
tancias m4s corrientemente empleadas con
este fin son el suero no inmune a una con-
centracién del 5% o 10% (4), o la bovalbu-
mina (18). La concentracién de la albimina
bovina recomendada por Dick y Taylor (18)
no es, sin embargo, suficiente, y se debe
elevar a 0,75 %.

La técnica de inoculacion puede ser igual-
mente una fuente de incertidumbres en las
pruebas de proteccién, especialmente si se
practican por via intracerebral. Las personas
poco versadas en la téenica de la inoculacién
pueden alterar sus procedimientos en grado
suficiente para que ejerzan una considerable
influencia en el resultado de las pruebas.
Adem4s, aun si se trata de técnicos de gran
experiencia, las diferencias entre los métodos
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empleados por unos y otros puede diferir lo
suficiente para provocar considerables dife-
rencias en las titulaciones (85). Por lo tanto,
es esencial que en una prueba determinada
todas las inoculaciones sean hechas por una
misma, persona y que en las pruebas sucesivas
se emplee un método adaptado a la técnica
del inoculador.

El método ideal para las pruebas de pro-
teccién contra la fiebre amarilla o de cual-
quier otra prueba inmunoldgica, consistiria
en adoptar una técnica estindar, sisteméatica-
mente empleada en todos los laboratorios
donde se realicen dichas pruebas. Sin em-
bargo, en el caso de la prueba de proteccién
contra la fiebre amarilla, no cree el autor
que esto sea posible ni conveniente. La
susceptibilidad de los ratones usados en los
diferentes laboratorios varia lo suficiente,
ya por condicién innata o por ser de dife-
rentes edades, para que una técnica como la
de Whitman (95) (prueba intraperitoneal en
el ratdén, de 21 dias) resulte perfectamente
indicada en un laboratorio e imposible de
practicar en otro (74)., Los fines para los
cuales se realizan las pruebas pueden tam-
bién exigir variaciones de técnica. Cuando
se realizan las pruebas como parte de una
encuesta o de un estudio y se desea saber si
la fiebre amarilla se presenta en una zona
geogrifica determinada, importa que la
prueba sea lo suficiente rigurosa para elimi-
nar toda posibilidad de reacciones positivas
falsas o no especificas; es mucho menos
importante en tales casos determinar con
precisién el porcentaje de personas inmunes.
En otros casos, como al estudiar los resulta-
dos de la vacunacién para determinar el
nimero de individuos de un determinado
grupo que han presentado una reaccién de
anticuerpos, o en los estudios para deter-
minar la duracién de la inmunidad causada
por la vacunacién, es conveniente emplear
métodos extremadamente precisos para la
prueba de proteccidn, dada la importancia
que reviste el descubrimiento de cantidades,
por pequefias que sean, de anticuerpos. Por
lo tanto, la adopeidén de una técnica estindar
para la prueba de proteccién puede ser un
factor menos impnortante aue la capacidad
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de las personas que ejecutan las pruebas;
sobre la base de esta capacidad pueden
permitirse variaciones de método de acuerdo
con los objetivos.

OTRAS REACCIONES INMUNOLOGICAS
DE LA FIEBRE AMARILLA

Otras dos reacciones inmunolégicas han
resultado dtiles en las investigaciones de
fiebre amarilla: la prueba de fijacién del
complemento y la reaccidén de inhibicién de
la hemaglutinacién. Varios investigadores
han estudiado la reaccién de fijacién del
complemento en la fiebre amarilla, (14, 26—
28, 33, 44, 60, 61) y se ha usado en dichas
pruebas una gran variedad de antigenos,
algunos de ellos altamente infecciosos. Se ha
establecido claramente que un ataque de
fiebre amarilla, da lugar a la formacién de
anticuerpos fijadores del complemento y
que estos anticuerpos desaparecen del suero
del sujeto infectado dentro, generalmente,
del término de unos seis meses (80). Ha
quedado también establecido, sin lugar a
dudas, que la inoculacién con la vacuna 17D
no provoca una reaccién de anticurpos
fijadores del complemento (44). Por lo tanto,
de un individuo cuyo suero contiene anti-
cuerpos fijadores del complemento contra el
virus de la fiebre amarilla podrd decirse, no
sélo que ha sido infectado con ese virus en
su forma virulenta, sino también que la
infeccién ocurrié en meses muy recientes. Kl
hecho de que el suero no produzea una reac-
cién de fijaciéon del complemento puede
darse en un individuo que sea completa-
mente inmune, bien por haber tenido la
enfermedad més de seis meses antes o por
haber sido vacunado con éxito. Asi pues, la
prueba de fijacién del complemento se podri,
emplear en los trabajos médicos o de salud
publica para fines de diagndstico (44, 61),
pero carecerd de valor en los trabajos de
investigacién o en el estudio de los efectos
de la vacunacién.

Recientemente Casals y Brown han
empleado las técnicas (13) de fijacién del
complemento (comunicacién personal) y de
inhibicién de la hemaglutinacién al estudiar
las relaciones entre los virus de los cuales se
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sabe o se sospecha que son transmitidos por
insectos. Se incluyé el virus de la fiebre ama-
rilla entre esos agentes. Las reacciones de
fijacibn del complemento obtenidas por
Casals v Brown con antigencs derivados del
virus de la fiebre amarilla, acusaron una
reaccidn cruzada relativamente escasa. Se
obtuvoe una buena hemaglutinacién a pH
7,0 después de la incubacién a 4°C. 6 22°C.,
con antigenos derivados del virus de la fiebre
amarilla, pantrépico y neurotrépico. En las
pruebas de inhibicién de la hemaglutinacién,
el virus de la fiebre amarilla recayé en el
grupo B, puesto que su antigeno dio reaccién
cruzada con el dengue de Nueva Guinesa, y
los antisueros Ilheus, Japonés B, Ntaya,
Ruso del Lejano Oriente, St. Louis y Nilo
Occidental (13). En estas pruebas la reacecién

homdloga fue mas fuerte que cualguiera de

las reacciones heterdlogas, y el suero inmune
de la fiebre amarilla no reaccioné con el

mismo alcance que otros suerocs. Se ignora
todavia, sin embargo, si la reaccién de inhi-
bicién de la hemaglutinacién resultaria ttil
en los estudios epidemiolégicos de campo.
Hughes (37) dirigié una serie de experi-
mentos con vistas a perfeccionar una prueba
de precipitina para las investigaciones sobre
fiebre amarilla. Demostré la presencia de
precipitinégeno y la formacién de un anti-
cuerpo precipitante, pero observé que ambos
reactivos eran de cardcter evanescente y por

lo tanto la nrnrﬂ’m para establecer su pre-

sencia resultaba de limitada utilidad.

APLICACION DI METODOS INMUNOLOGICOS

El uso més amplio de los métodos inmuno-
l6gicos en relacién con la fiebre amarilla
corresponde a los estudios para definir la
distribucidén y la prevalencia de esta enferme-
dad en diversos paises. Estos estudios com-
prendian, no solamente las zonas endémicas
conocidas de Africa (6, 7, 52, 71, 77) y Sur
América (79, 80) sino también el resto de
ambos continentes, més la América del
Norte, Centro América, Europa y partes de
Asin (65). El empleo d_e la prueba de protec-
cién contra la ﬁebre amarﬂla para fines de
estudio ha revestld leance muy superlor
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parte de las demds enfermedades. Se ha
hecho amplio uso de las pruebas de protec-
cién al estudiar las reacciones a la vacuna
contra la fiebre amarilla vy especialmente

nara datarminar la diran
a0l

para determinar la duracién de dichas reac-

6n de dichas re
ciones (1, 11, 16, 17, 25; V. también pig.
335). Como resultado de estas aplicaciones de
métodos inmunoldgicos, los limites de la dis-
tribucién de la enfermedad en todo el mundo
son bien conocidos, como lo son también los
de las zonas en las cuales la presencia de la
enfermedad, no ha sido nunca sefialada. Y en
las regiones donde existen seres humanos y
huéspedes animales susceptibles, asi como
especies de mosquitos vectores, pero en las
que no se ha presentado la enfermedad, los
modernos epidemiélogos mantienen una
vigilancia permanente contra la posible

introduceidn de la enfermedad.

Los estudios sobre la reaccién del ser
humano a la vacuna contra la fiebre amarilla
han demostrado que la reaccién es, por regla
general, efectiva ya una semana después de
la inoculacién (11, 82), ¥y que la inmunidad
provocada por Ia vacunacién es persistente
(1). Estudios realizados a los seis (17), nueve
(16) y doce (V. pdg. 335) afios de la inocula-
c¢i6n con la vacuna 17D, han permitido com-
probar que un gran poreentaje de los vacuna-
dos tienen inmunidad demostrable. Puesto
que la vacuna 17D es en virus vivo, aunque
atenuado, es posible que la inmunidad que
provoca, debids, a

de la enfermedad, dure toda la vida.

Los métodos inmunoldgicos, en particular
las p.(i.wua,b de neutralizacién y de llJcbblull
del complemento, son asimismo de gran
utilidad para la identificacién de los virus
(51, 53) y para el estudio de sus relaciones
mutuas (38, 63, 75, 76). Cuando se aislan
nuevas cepas de virus, es necesario emplear
diversos métodos a fin de establecer su identi-
dad. Entre estos métlodos, los mas general-
mente aceptados para la identificacién de
virus recién aislados, son los inmunolégicos.
Son dignos de mencién a este respecto los
estudios de Smithburn (75, 76) v Kerr (38)

sobre las relaciones entre los virus aislados
en afios recientes en Africa y Sur Amérlca

10'119] aue la
Gu

un ataque
un ataque
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como virus neurotrépico de la fiebre amarilla
los agentes recobrados de los sistemas nervio-
sos de personas atacadas de encefalitis aguda
después de vacunadas con la vacuna de
Dakar contra la fiebre amarilla.

Los métodos inmunolégicos son también
importantes en el diagnéstico de la fiebre
amarilla. Cuando se afsla un virus de la
sangre o, en los casos mortales, de los tejidos
del caddver, el método preferible para la
identificacién del agente es la prueba de pro-
teccién, empleando el agente recién aislado
contra sueros inmunes y no inmunes conoci-
dos.
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Las pruebas inmunolégicas pueden tam-
bién tener valor para el diagndstico cuando
no ha sido aislado el virus. El ensayo de pares
de muestras de suero, uno tomado al princi-
pio de la enfermedad y el segundo cuando el
enfermo estd ya en franca convalecencia,
puede hacerse por pruebas de neutralizacién
v por pruebas de fijacién del complemento
(44). Sila prueba muestra que la enfermedad
ha provocado la formacién de anticuerpos
neutralizantes o fijadores del complemento
contra el virus de la fiebre amarilla, o su
antigeno especifico, el diagnédstico queda
firmemente establecido.
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