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3.- INTRODUCC ION

3.1.- Historia de la enfermedad

La rabia es una encefalomielitis aguda que ataca a los mamiferos y que se co-
noce desde la mas remota antiguedad. Ya los griegos y romanos habTan establecido que
se transmitia por la saliva de un animal rabioso.

Celso, en el siglo | después de Cristo, hizo una descripcidon detallada de la
enfermedad, y asocié la rabia en los animales con la hidrofobia en el hombre.

Las recopilaciones histdoricas muestran que esta enfermedad tuvo una amplia dis-

tribucidn desde muy antiquo; sin embargo, las primeras epizootias datan de la Edad Me-

dia. Desde entonces, persiste como enzootia en distintas partes del mundo.

En 1768 1a enfermedad alcanzd una frecuencia alarmante en los Estados Unidos de
América, donde se produjo una importante epizootia que se prolongd hasta el afo 1771.

En Sud América, aparecid en el Perienel afio 1803 en forma de epizootia exten-
dida de norte a sur, desde Lima hasta la ciudad de Arequipa, y afectd a muchas especies
animales, incluyendo équidos, bovinos, perros, cerdos y cabras. La epizootia cedid en
el afo 1808 persistiendo como enzootia. En la Argentina, la rabia fue introducida en
1806 en la zona del Rio de la Plata por perros pertenecientes a oficiales ingleses
durante la invasidn a Buenos Aires.

Los avances en el conocimiento de 1a enfermedad fueron sumamente lentos. En el
afo 1804, Zimke demostrd que larabia se transmitfa por la saliva de animales enfermos.
Galtier, en 1879 logrd transmitir el agente.infeccioso y reproducirla en conejos. Sin
embargo, fueron Pasteur, Roux y Chamberland quienes entre los afos 1881 y 1885 modifi-
caron el curso de 1a historia de esta enfermedad. Las contribuciones mds importantes
de esfe grupo fueron el descubrimiento de que el material proveniente del SNC de ani-
males enfermos es infectivoy de que los periodos de incubacidn se acortan notablemente
cuando se inyecta material infeccioso por via intracerebral en animales sanos, ademés
del hallazgo de métodos para atenuar e inactivar la virulencia del agente infeccioso.
Estos aportes fueron los antecedentes inmediatos y decisivos de la primera vacuna an-_

tirr3ovica.
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A pesar de los importantes logros de Pasteur y sus colaboradores, no fueron
ellos quienes reconocieron el agente causal. En 1903, Remlinger consiguié reproducir
la enfermedad en conejos con material filtrado proveniente de cerebros de perros vy
conejos rabiosos. Fue entonces cuando se reconocié que el agente causal de laenfer-
medad era un virus.

Otros aportes dignos de mencién son: el hallazgo de Megri, quien en 1903 dis-
tinguié los corpisculos que llevan su nombre y que actualmente tienen significacion
diagn6stica y la introducciénpor. Webster y Dawson, del método de inoculacién de mate-
rial infeccioso por via intracerebral en ratones con fines diagn6sticos. Fue también
Webster, quien usando la prueba en ratones logrd estimar por primera vez la potencia
de las vacunas. En 1948, Habel disef6 un método para determinar la potencia de las
vacunas, que reemplazé al propuesto por Webster y Dawson. Finalmente, Webster y Clow

en 1936, lograron propagar el virus en cultivo de tejidos.

Los datos histéricos fueron tomados de (1) y (2).

3.2.- Patogenia

La infeccibén por virus rébico se produce habitualmente por mordedura de un ani-
mal rabioso. Sin embargo, no es ésta la Gnica via de entrada del virus. En el afo
1962 Constantine (3), demostré experimentalmente la infecciébn por via aerégena, en el
curso de sus investigaciones en cuevas de murciélagos en el Estado de Texas, Estados
Unidos de América. Ademds sugirié que este modo de transmisién de la enfermedad po-
drfa contribuir a la persistencia de la infeccibn por virus r&bico en poblaciones de
murciélagos, a la diseminaci6n del virus de murciélagos a animales salvajes que fre-
cuentan sus cuevas, e inclusive podrian en ocasiones, ser 1a causa de infecciones en
humanos. Otro posible mecanismo de transmisién del virus de importancia en lapersis-
tencia de la enfermedad en la naturaleza, serfa por ingestién de tejidos de animales .
rabiosos muertos. Esta posibilidad merece consideraci6n si se tiene en cuenta que mu-
chos de los huéspedes naturales del virus rébico son carnfvoros. Correa-Giron y col.
(4) demostraron infectividad de cuatro cepas de virus r&bico por vlia oral, de un total

de cinco estudiadas; y lograron aislar el virus de una variedad de tejidos (cerebro,

-2 -
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mejilla, lengua, pulmones, estémagc, etc.) adistintcs intervalos ce tiempo después de
1a infeccibn.

La patogenia de la enfermedad, después de una infeccion clasica por mordedura,
ha sido exhaustivamente estudiada. Se ha demostrado que el virus se aloja durante un
perfodo variable de tiempo en la zona de la inoculacién. Este hecho se puso en evi-
dencia cuancdo se observé que la enfermedad en ratones experimentalmente infectados
podia prevenirse por amputacion del miembro inoculado hasta 18 dfas después de la in-
feccién (5). En ratas inyectadas con virus calle en la almohadilla plantal de la pa-
ta trasera izquierda, fue posible prevenir la enfermedad, en algunos animales, por
;mputacién del nervio cistico correspondiente 24 horas después de la infeccion; mien-
tras que en otros, el tratamiento fue efectivo hasta 9€ horas después (6).

En hamsters reci&n nacidos infectados por via intramuscular en las patas tra-
seras, se demost}b replicacién viral en el mGsculo estriado comprometido. E! mGsculo
puede representar un lugar de amplificacién de la infecciér, o bien de secuestro del
virus en infecciones con un periodo de incubacién prolongado. El virus pasa lueéo a
SNP a través del huso neuromuscular, segundo sitio de deteccién de antfgeno en estos
animales (7). Charlton y Casey (8)(9), utilizando técnicas de IF y ME detectaron an-
tigeno en miocitos de zorrinos intactos o con el nervio plantal seccionado, entre 7 y
28 dias después de una infeccibn experimental. Concluyeron que las fibras musculares
pueden representar un sitio de replicaci6n; sin ambargo, no pudieron afirmar que
solamente el alojamiento del virus en miocitos explicara los casos de largo perfodo de
incutacién. '

Una vez alcanzados los nervios periféricos, el trénsito viral es centripeto
y pasivo por via axopldsmica. Se produce m&s por difusiébn que por mGltiples ciclos
replicativos. Se cree, por analogfa con el mecarnismo descrito para el virus de la
estomatitis vesicular, que estd mediado por unccmplejo ribonucleocapsidico conteniendo
transcriptasa. Este complejo podrla ser parental o derivado de un ndmero limitado de
ciclos replicativos (7). Si bien nc se ha logrado aGn aislar la transcriptasa del
virus rébico, sf pudo demostrarse su actividad (10)(11).

Sobre la bacse de estudios de microscopia electrénice, pudo demostrarse que la

-3-



brotacién de virus calle de la meﬁbrana plasmdtica del axén es escasa y que el virus
que brota de ella queda atrapado entre éste y la vaina de mielina que lo rodea. E;tas
observaciones permiten concluir que es muy limitada la cantidad de virus ofrecido co-
mo estfmulo antigénico en etapas tempranas de la infecci6n (7).

El trénsito del virus se produce entonces muy probablemente por movimiento pa-
sivo del genoma a través del axoplasma (12), entrando a SNC por la rafz dorsal del
nervio correspondiente. Puede haber produccion accesoria de partficulas virales a ni-
vel de los gang}ios de la rafz dorsal como mecanismo amplificador de la infeccibn, si
bien se cree que no es condicién necesaria (7).

Una vez alcanzado el SNC, generalmente a través de la médula espinal, su curso
ascendente hacia el cerebro es r8pido (13). Estudios de microscopia electrénica mues-
tran que se infectan fundamentalmente las neuronas y sus procesos, aunque en casos de
rabla humana también puede detectarse virus en astrocitos (14) y en células de la
glfa (15).

La infecci6n en el cerebro se produce inicialmente en el sistema 1imbico, lo
que explica ciertos sintomas de la enfermedad tales como estado de alerta, pérdida de
la timidez natural, conducta sexual aberrante y agresividad. M&s avanzada la infec-
cién, todo el cerebro se ve afectado (7). )

Una vez producida la invasi6n del cerebro, el virus inicia su dispersién cen-
trifuga. El trénsito viral centrffugo puede produci;se por via axoplasmica, por el
espacio intersticial o bien por infeccién de neuronas contiguas, después de brotar de

la membrana plasmd&tica. Tanto la via axoplasmica como la infeccién de neuronas veci-

nas, le permiten eludir los mecanismos defensivos del huésped. Las tres alternativas

"le resultan eficientes para alcanzar 6rganos distantes, localizindose solamente enal-

gunos de los potencialmente disponibles. Como ejemplo caben citarse, la grasa parda,
el miocardio, el péncreas, las células cromafines de la glandula adrenal etc. (7).

En las glandulas salivares, la brotaci6on del virus se produce de la membrana
plasmitica de las cé&lulas de los acinos que enfrentan el espacio salivar. En cambio,
no brota hacia las &reas basales donde se concentran las defensas del huésped. Los

acinos resultan pues, un sitio de proteccién del virus (16)(17).
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En perfodos terminales de la infecci6on también se pudo observar infeccion masiva

de las terminaciones olfatorias y de las papilas gustativas (7).

Cuando la infeccibn se produce por vfa aer6gena, la patogenia de la enfermedad
difiere de 1a antes descrita. En cobayos recién nacidos, en ratones y en conejos ex-
perimentalmente infectados con virus calle adaptados a células de rifén de perro, se
observé que el primer sitio donde puede detectarse el virus es 13 mucosa nasal seis
dfas postinfecci6bn; en el cerebro recién se pudo observar el dia después y posterior-
mente en la médula, en descenso paulatinoen sentido antero posterI?r (18)(19). Estos

hallazgos fueron confirmados mediante la infecci6n experimental de ratones lactantes

con virus fijo CVS por inhalacién. Se observé replicacién viral en la mucosa nasal,

que precede a la invasibn del cértex olfatorio, en particular del bulbo olfatorio.
Una vez atacado el cerebro, la infecci6bn progresa caudalmente por 1a médula espinal.

La dispersién centrffuga comienza luego a través de los nervios espinales. Se encontré
una temprana distribuci6n de antfgeno viral en las terminaciones nerviosas de la plel
de 1a cara, 1o que evidencia que el nervio trigémino se ve tempranamente involucrado
en la infeccion (20). En otras experiencias reallzadas en ratones inoculados por via
intranasal con virus calle, pudo detectarse virus rdbico en el nervio trigémino entre

seis y ocho dlas después de la Infeccion (21).

3.3.- Morfogenesis

De lo expuesto en el punto 3.2, se deduce que el virus rébico, si bien es
fundamentalemente neurotrépico, es capaz de infectar distintos tipos celulares. Resulta
de interés conocer c6mo se produce esta infecclédn, as! como las etapas de la multi-
plicacion viral y sus consecuencias en las células afectadas. Distintos autores han

abordado este tema ya sea por estudios efectuados encultivos celularesoenanimales vivos.

3.3.1.- Aspectos morfogenéticos de la infeccién en cultivos celulares.

lwasaki y col. (22) estudiaron en 1973 los eventos tempranos de la infeccidn
de células BHK-21 con las cepas de virus ERA y HEP. En, los primeros treinta minutos

después de agregarse el virus al cultivo, se produce su acercamiento a la superficle
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celular y su.fagocitosis. La fusi6n de 1a membrana celular con la viral comienza por
el extremo plano del virion., La fase de eclipse se alcanza a la hora de iniciada la
infecciébn, momento en el cual el Gnico cambio morfol6gico observable es un aumento en
el nGmero de fagosomas en el citoplasma celular. La presencia de nucleocépsides enel
mismo s6lo se observa cuatro horas mis tarde. A la sexta hora comienza la brotaci6n
de partficulas virales, la que se produce tanto de la membrana plasmadtica como en va-
cuolas citoplasméticas, habiéndose observado adem&s la aparicién de viriones completos
libres en el citoplasma.

Hummeler y col. (23)(24) habfan observado anteriormente la brotaci6n de par-
tfculas virales de la membrana plasmatica, y también ocasionalmente la acumulacién de
particulas virales en el citoplasma como consecuencia de una aparente ''sintesis de
novo'' de los constituyentes de envoltura. En otros trabajos realizados con virus fi-
jos y calle, pudo observarse brotaciébn indiscriminada de todos los sistemas de mem-
brana (25)(26).

Como consecuencia de la infecciébn, se observa en células BHK-21 un efecto ci-
top&tico progresivo que incluye vacuolacibn, condensacién, destruccién de organelas
citoplasmiticas y finalmente lisis celular (27). Otros tipos celulares, en cambio, no
manifiestan cambios tan dramdticos. Tal es el caso de las células NIL-2 infectadas
con virus PM. En este sistema, se observaron viriones que brotaban de la membrana
plasmdtica, otros ensamblados entre las membranas del retfculo endoplasmaticosélo i~
berados por lisis, asf como también viriones reunidos en pseudoinclusiones citoplas-
maticas sin unién aparente a sistema de membrana alguno, ‘1o que indicarfa''sintesis de
novo''. Las células se recuperan de la infeccién viral a pesar de la presencia de in-
clusiones citoplasméticas tipicas. El conjunto del cultivo evoluciona hacia lacroni-
cidad, anuldndose 1a excrecidn viral hacia los veinte dias postinfeccion (28).

Recientemente se han observado infecciones persistentes por virus rébico en
cultivos de células BHK-21/13 S y HEp-2. Se detect6é la liberaciébn de particulas de-
fectivas en ambos tipos celulares, y también se vio que las partficulas virales produ-
cidas en células BHK-21/13 S habfan perdido su virulencia en ratones, mientras que las <

producidas en HEp-2 conservaban su virulencia (29).
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3.3.2.- Aspectos morfogenéticos de la infecciébn "in vivo'.

Rara vez se ha visto la brotaci6n de virus rébico calle de membrana plasmitica
en el SNC, como tampoco su acumulacién en el espacio extracelular. Como caracter{s-
tica de 1a multiplicacién de virus calle en el SNC, se observa que, si bien todas las
células estdn infectadas, las particulas por célula son pocas y el dafo celular, de
moderado a escaso (27). En cambio, sf es comGn la brotacién de membrana celular en
gldndulas salivares y la acumulacién de particulas virales en las secreciones, lo que
se asocia con la transmisién de la enfermedgd por mordedura (30). En contraste, los
virus fljos, causan una importante citopatogenicidad comparable a la observadaen cul-
tivos celulares (27).

La infeccl6n por virus rébico en el SNC se caracteriza ultraestructuralmente
por el desarrollo de matrices intracitoplasmaticasgranulares. Miyamoto y Matsumoto en
1965 (31) demostraron en forma concluyente qﬁe la matriz viral corresponde a los cor-
pasculos de Negri que se observan al microscopio 6ptico. Hummeler y col. (32) encon-
traron que la matriz consiste de cadenas nucleocapsidicas orientadas al azar, de apro-
ximadamente 15 nm de dismetro y que se encuentra libre en el citoplasma. Las matrices
virales en neuronas Infectadas con vlru; fljos son pequedas y no visibles con el mi-
croscopio 6ptico. La observacién de que las neuronas de animales in}ectadosconvirus
calle presentan corpGsculos de Negri grandes y numerosos, mientras que las inclusiones

produclidas por los virus fijos son escasas y pequefas, podrfa significar de acuerdo a

"la interpretacién de Hummeler y Koprowski (24) una expresion del grado de adaptacién

de una determinada cepa a un tipo celular dado.
Un sistema interesante es el de algunas cepas de virus aisladas de ciertos mur-
ciélagos mexicanos, tales como la estudiada por Baer. (33) en ratones, que fuera aisla-

da del murciélago Tadarida brasiliensis mexicana. Este virus muestra en el SNC ca-

raocteristicas intermedias entre un virus fijo y un virus calle, mientras que la ais-

lada del murciélago Desmodus rotundus que se estudi6 paralelamente, se comporta como

virus calle. Asf, se detectaron por inmunofluorescencia cantidades masivas de virus
(agregados antigénicos), especialmente en el hipocampo, cerebro medio, tslamo y cere-

belo. La presencia de agregados de antigeno asemeja su compoitamiento al de un virus
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calle, mientras que por su alta masa antigénica, su conducta es similar a la deunvi-
rus fijo. Por otra parte, se obser;é que su perfodo de incubacién es cortoy que pro-
duce gran dafo neuronal y reacci6n inflamatoria importante a semejanza de los virus

fijos. Este virus ademis brota de varios sistemas de membrana, tales como la nuclear,

la reticuloendoplasmdtica y 1a plasmitica con consecuente acumulacién en el espacio

extracelular, mientras que la cepa de virus aislada de Desmodus rotundus sélo brota de

membranas Intracitoplasméticas.
Los trabajos mencionados corroboran una vez més las diferencias morfogenéti-
cas y patogénicas en el SNC entre virus fijos y calle, y ponen en evidencia la exis-

tencia de cepas virales de comportamiento intermedio entre ambos tipos.

3.4.- Virién rabico

3.4.1.- Forma y tamaio

El virus réblco pertenece a una familia de virus que al microscopio electré6ni-
co presentan forma de bala, con un extremo cénico y el otro plano.

Numerosos autores han estudiado el tamafo de la particula. Entre ellos, Hum-
meler y col.en 1967 (23) y Sokol y col., 1968 (34), citados por Sokol, 1975 (35), es-
tablecieron para cuatro cepas de virus fljo un tamaifo promedio de 180 por 75 nm. Sin
embargo, el tamafio de la partfcula puede variar segGn las cepas y las condiciones de
replicacién. En poblaciones virales de la cepa Flury HEP (Hig Egg Passage) y PM
(Pitman Moore), propagadas en cultivos celulares &e células BHK 21/13 S aparecen fre-
cuentemente particulas mas cortas, défectivas, conocidas como partfculas T (trunca-
das (35).

Trabajos posteriores conflrmaron esta heterogeneidad en el tamafio. Se estudib
la aparicibr. de partfculas defectivas en sels cepas de virus rébico propagadas en cé-
lulas BHK 21, observindose que las cepas CVS, PM y Flury LEP (Low Egg Passage) daban
una Gnica poblacién de partfculas defectivas, 1a cepa ERA daba tres poblaciones dis-
tintas, cada una con propiedades de sedimentacidn caracteristicas, la cepa Flury HEP
daba una o dos poblaciones de partfculas defectivas, mientras que lacepa Kelev no l;s :

producfa. Las poblaciones defectivas halladas estaban compuestas por partfculas trun-
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cadas cuyo largo oscilaba entre 53,8 y 95,8 nm (36).

3.4.2.- Estructura

El virién estd constituido por una molécula de ARN monocatenario, complementa-
ria de 1a de ARN mensajero, rodeada por una clpside protefnica. Este complejo nucleo-
capsidico estd a su vez rodeado por una envoltura lipoprotefnica compuesta por una bi-

capa lipfdica y por las proteinas de envoltura (37) (fig. 1).

3.4.2.1.- Envoltura_

La envoltura puede invaginarse en el extremo plano de la particula determinando
Lo que se denomina canal axial. En ocasiones, puede formar un apéndice vesicular en
esa misma zona que se explicarfa por la avulsién excesiva de 1a membrana del huésped
en el sitio de l1a brotacién.

El virlén préséhta en su superficlie proyecclones esplculare_s, cuyo grosor oscila
entre 6 y 8 nm, que terminan distalmente en forma de botén y que no cubren el extremo
plano del virién. Mediante técnicas de tincién negativa se observa que las espfculas
aparecen distribuidas al azar o blen ordenadas en hilera en forma de panal de abejas,

reflejando una simetrfa subyacente (37).

~ Se ha considerado tradicionalmente que la envoltura del virus r&bico presenta
tres proteinas, las que fueron identificadas por corrida electroforética en geles de
pollacrilamida. La glicoproteina (G) aparece asociada a las proyecciones espiculares,
y es la Gnica proteina superficial. Las otras dos proteinas de envoltura son Ml y Mz.
Todas ellas han sido exhaustivamente estudiadas y sus pesos moleculares y proporciones
relativas determlnados por distintos autores. Se asigna a esta proteinas un peso mo-
lecular que varfa ligeramente seglGn la cepa de virus de que se trate y el método de
purificacion utilizado, y que oscila para G er:itre 80 000 y 65 000 D, para M, entre
43 000 y 37 000Dy para M, entre 25 000 y 20 000 D (38) (39) (40).

2aides en 1979 (39) sugiere por primera vez que H] es una proteina asociada a

la nucleocSpside y no a la envoltura y la denominé entonces NS, por analogfa con la del
virus de 1a estomatitis vesicular (VSV). Estudios recientes realizados por Cox-(bl)
confirman la teorfa de que la proteina H{ estarfa en realidad asociadaal complejo nucleo-
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capsfdico y no a la membrana, como se crefa. Esto se deduce de estudios efectuados
por corrida en SDS-PAGE y por técnicas de inmunoprecipitacidébn, mientras que los esfuer-
zos por visualizarla en la superficie de las células infectadas, tanto por inmunofluo-
rescencia como por inmunoelectromicroscopia, han sido infructuosos. Se trata de una
proteina fosforilada, que se resuelve por corrida en SDS-PAGE en dos especies: unaal-
tameéte fosforilada y la otra menos, con pesos moleculares de 42 000 y 38 000 D res-
pectivamente.

De acuerdo a estos hallazgos, las proteinas de membrana serfan solamente dos:
"2 o simplemente M, y G. Se considera que M podrfa tener una funci6n durante el pro-
1ceso de brotacién; la de servir de puente entre G y el complejo nucleocapsfdico. EI
anslisis triptico de los péptidos que la componen muestra considerables diferencias
dentro de un mismo serotipo (41).

La glicoproteina aislada de virus rdbico cultivado en células BHK 21 contlene
2,9% de carbohidratos, que son: manosa, galactosa, N-acetilglucosamina, &cidoneurami-
nico y fucosa (42). Presenta tres cadenas de oligosacdridos diferentes de pesos mo-
leculares 3400, 2800 y 2500 D respectivamente. El contenido de &cido sislico en la
glicoproteina del virus rdbico puede variar de acuerdoa las condiciones de crecimiento,
siendo menor en virus que multiplican a 37°C que en los que replican a 33°C pero siem-
pre hay al menos una molécula de &cido si&lico en cada cadena poliosfdica (43).

La glicoproteina es la proteina espicular, se proyecta fuera de lamembrana vi-
ral y puede ser importante en el proceso de‘adsorcién en el ciclo infectivo (41).

La envoltura del virus rébico contiene un 24% de 11pidos, siendo el colesterol
el Ilpido neutro m&s abundante; la esfingomielina, fosfatidilcolina y fosfatidiletano-

lamina son los fosfolfpidos mas importantes (44)(45). Los &cidos grasos asociados en

mayor proporcién son el palmftico, estedrico y oleico (46).

3.4,2,2.- Nucleoc&pside

La nucleocSpside ests compuesta por una cSpside protelfnica y el 4cido nucleico
viral. Presenta aspecto estriado, lo que se debe a que se trata de una cadena ribo-
nu&leOprotein{ca que da unas 30 a 35 vueltas, formando un cilindro de 50 nm de ancho

y aproximadamente 165 nm de largo. La periodicidad es de 4,5 nm. Sin embargo, la nu-
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cleocdpside de ciertas preparaciones de particulas infectivas puede ser mds corta y
con menor nGmero de vueltas (37).

Se ha detectado por separacién en geles de poliacrilamida que la nucleoc&pside
del virus rébico contiene un polipéptido mayor, la proteina N y otro menor, la pro-
teina L. La proteina N es fosforilada, su peso molecular puede oscilar entre 54 000
y 62 000 D segtn la cepa de virus estudiada y el tratamiento de purificacién utiliza-
do (38)(39)(40). Representa del 30 al 34% del total de proteinas virales. Al estudiar
esta proteina en distintas cepas de virus rébico por SDS-PAGE no se observaron dife-
rencias Significativas. El andlisis triptico de los péptidos también mostré gran si-
milltud entre las cepas que pertenecen al mismo serotipo y aquéllas que pertenecen a
distinto serotipo (41).

La proteina L fue hallada en 1977 por Madore y England (47). Se encuentra en
baja proporcibén y su peso molecular es de aproximadamente 200 000. Dietzschold y col
demostraron que las cepas de virus HEP y ERA contienen 17 y 37 moléculas por virién,
respectivamente; mientras que las cepas CVS y PM contienen 150 y 104 moléculas por vi-
rién respectivamente. Se cree que L existe en estrecha asociacién con hatranscriptasq
viral (41).

E1 genoma viral estd compuesto por &cido ribonucleico de cad;na simple; su den-
sidad en SO,Cs es de 1,66 g/cmz. El ARN es negativo, lo que se evidencia porque no es
infeccioso, porque se detecta transcripcibn primaria en presencia de cicloheximida y
porque en el citoplasma de células infectadas aparecen cadenas de ARN cortas, poliade-
niladas y complementarias del genoma (11).

Hallazgos reclentes evidenci;n que el ARN viral tiene un coeficiente de sedi-

6

mentacién de 42 S y un peso molecular de 3,83 x 100 D (48). En corridaengel deurea

S5cida comigra con el ARN del virus de la estomatitis vesicular, cuyo PM fueraestable-

cido en 3,82 4+ 0,14 x 106

D (49). Previamente el PM del virus rébico habla sido cal-
culado en 4,6 x 106 D por sus propiedades de sedimentaci6n en gradientes de sacarosa

(50).

3.4.3.- Sintesis de proteinas virales

Flamand y Delagneau.en 1978 (51) lograron establecer el orden transcripcional de
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los genes que codifican cada una de las proteinas virales. De 3’ a 5’ el orden es
N-M](NS)-HZ(M)-L. No lograron ubicar-los genes que codifican la glicoproteina, pero
estimaron que podrian hallarse entre My L. De ser asi, el mapa genético del virus
rabico resultarfa muy similar al del virus de la estomatitis vesicular.

Holloway y Obijeski (48) sugirieron en 1980 que el ARN de! virus rébicoeramo-
nocistréonico, es decir que se transcribe una molécula de ARN por cada protefna que va
a ser sintetizada.

Coslett y col. (52) en el mismo afio, confirmaron que se trata de ARN monocis-
trénico y que en consecuencia las proteinas virales se sintetizan independientemente

,Y no surgen del clivaje de ningin polipéptido precursor.
Wunner en 1980 (53), logré la traducci6n de proteinas virales en oocitos de

Xenopus laevis por microinyeccién de distintos ARNm obtenidos de células BHK/21/13 S

infectadas con virus de la cepa ERA y posteriormente separados en gradientes de saca-
rosa. identificd las proteinas obtenidas por inmunoprecipitacién con anticuerpos mo-
noclonales antiglicoproteina y antinucleocépside. Se confirmé asf una vez mis la sin-
tesis independiente de las distintas proteinas a partir de ARN monocistrénico.
Anilionis, Wunner y Curtis (54)(55) determinaron recientemente la secuencia

de amino&cidos de la glicoproteina del virus de la cepa ERA por clonado en el plasmi-

do pBR322 en Escherichia coli K 12 (X 1776) de unADcherivado del ARNm, que la codi-
fica. Obtuvieron un polipéptido de 524 aminoScidos de los cuales los 19 primeros
representan probablemente un polipétido seifial. La proteina sintetizada presenta una
zona altamente hidrofébica entre los residuos 440 y L4L61. Los autores sugieren que

la regidbn que abarca desde el residuo 4L0 hrasta el extremo carboxiterminal constitui-
rfa el dominio de transmembrana. Pudieron localizar asimismo, cuatro sitios acepto-
res de carbohidratos, tres de los cuales se localizan hacia el extremo aminoterminal
del segmento de transmembrana propuesto. Por otra parte, se han encontradoen la ce-
pa ERA tres cadenas de carbohidratos (43), lo que concuerda con los sitios aceptores

propuestos, excepto el que se encuentra en el dominio citoplasmstico.

3.4.4.- Composicibn antigénica

Las partfculas de virus rébico presentan dos grupos antigénicos principales.
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E! primero, asociado a la superficie viral, esta constituido por la glicoproteina yel -
sequndo por la nucleoproteina interna.

La glicoproteina, asociada a proyecciones espiculares en la superficie externa
del viridn, es el antigeno principalmente responsable de la infectividad, la actividad
hemaglutinante y la formacidn de anticuerpos neutralizantes (especificos de serotipo),
asi como de conferir inmunidad frente a 1a infeccidn letal por virus rabico (56)(57)
(58).

La formacidn de anticuerpos inmunoprecipitantes e inmunofluorescentes yel 77%
de la actividad fijadora de complementoestdn relacionadas en cambio con el antigeno ri-
Lonucleoprote?nico (56)(57), el cual es especifico de grupo, comin a todos los virus
rabicos (56).

Dada la importancia de la glicoproteina del virus como antigeno protector, se
han hecho numerosos esfuerzos para aislarla y purificarla. Mediante el tratamiento
del virus con Triton X-100 Dietzschold, Cox y col. tuvieron éxito en ese intento. La
glicoproteina resultante fue antigénica pero perdidé su capacidad hemaglutinante (58) (59).
Posteriormente, consiguieron intercambiar el Triton X-100 por un detergente no idénico
facilmente eliminable por didlisis, 1o cual les permitié recuperar la actividad hema-
glutinante y obtener un antigeno de capacidad protectora comparable a la de una vacuna
de virus inactivado (60). Sin embargo, la respuesta inmunolégica es m3s lenta que la
de las vacunas de viriones completos, 1o que podria deberse a la mayor complejidad con-
formacional de éstos, posiblemente por la asociacion de G a los lipidos de membrana
(61).

Recientemente, Anilionis y col. (54)(55), utilizando la ingenierfa genética, es-
tablecieron la secuencia de aminoacidos de la glicoproteina. Gracias a este conoci-
miento y al desarrollo de la técnica de anticuerpos monoclonales, se estan conociendo
los determinantes antigénicos de la glicoproteina. Con esta técnica se pueden detec-
tar diferencias antigénicas tan pequefias como las resultantes del cambio de wun inico
aminoacido en la secuencia total, pudiendo éste afectar drasticamente la infectividad

del” virus (62).

Estudios recientes por digestion de la glicoproteina con bromuro de ciandgeno,
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permitieron determinar que tres de los péptidos obtenidos en condiciones reductoras
son capaces de inducir la formacién de anticuerpos neutralizantes en ratones, lo que
indica 1a presencia de por 1o menos tres epitopes a los que se unen los anticuerpos
(63).

Lafon y col. (64) estudiaron la capacidad de neutralizacidn de distintas cepas
de virus mediante una bateria de anticuerpos monoclonales antiglicoproteina. Sobre la
base del espectro de neutralizacidn obtenido, disefaron un mapa funcional de los de-
terminantes antigénicos de la glicoproteina. Establecieron para el virus CVS laexis-
tencia de tres sitios antigénicos principales, de 1os cuales el Il y el 111 estarfan
‘muy proximos entre si y serian de caracter complejo, con tres y dos subregiones an-
tigénicas respectivamente. Un andlisis similar realizado por los mismosautores con
la cepa ERA, evidencid 1a existencia de cuatro sitios antigénicos. Estudios prelim%-
nares con virus calle sugieren la existencia de variantes antigénicas que se locali-
zan en los sitios |, Il y |1l detectados para CVS; no obstante, es poco lo que hasta
ahora se sabe atl respecto. Actualmente se estd trabajando para esclarecer qué pép-
tido de los obtenidos con bromuro de ciandgeno corresponde a cada sitio antigénico
haltlado. .

En sobrenadantes de cultivos infectados con virus rabico, suele encontrarse
una glicoproteina soluble (GS) de peso molecular 61 300, por lo que era de interés

establecer si constituia un buen inmunégeno. Dietzschold, en 1983 (65) demostré en
forma concluyente que su secuencia de aminoacidos es idéntica a la de la glicoprotei-
na, faltindole solamente un fragmento de 58 aminoicidos en el extremo carboxiterminal.
Si bien G, se une a los anticuerpos monoclonales dirigidos contra los cuatro epitopes
de la glicoproteina de la cepa ERA, su actividad protectora frentea infeccién letal por
virus rabico es muy baja. Esta limitada inmunogenicidad muy probablemente se deba a
la mayor solubilidad de Gs con respecto a G y a su incapacidad de formar agregados.
Otra explicacidén posible seria que el fragmento hidrofébico ausente en Gs,ejercerfaun

efecto adyuvante en la respuesta inmunitaria.

3.4.5.- Relaciones antigénicas

Tradicionalmente se consideraba que el virus rdbico constitufa una Gnica especie
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antigénica. Este concepto de unidad antigénica fue revertido por Shope y col. en 1970
(66), quienes demostraron que el virus rébico pertenece a un grupo de virus serolégi-
camente relacionados pero distinguibles entre sf. Este grupo constituye el género
Lyssavirus y comprende a los virus rabico, Lagos Bat, Mokola, Duvenhage, Obodhiang y
Kotonkan, siendo el ré&bico la especie tipo (67).

Las relaciones seroldgicas entre estos virus y el rébico pueden ponerse enevi-
dencia por pruebas tradicionales tales como las de seroneutralizacién, fijacién de
complemento, inmunofluorescencia y de proteccibébn cruzada. Estas técnicas permitieron
determinar que los virus réabico, Mokola, Lagos Bat y Duvenhage est&n estrechamente
isrelacionados, mientras que 13 relacion serolbégica existente entre el virus de larabia
y los virus Obodhiang y Kotonkan s6lo se detecta mediante reacciones cruzadas de los
dos Gltimos con Mokola y/o Lagos Bat (68).

El virus Lagos Bat fue aislado en 1956 del cerebro de un murciélago frugfvoro

(Eidolon helvum) en la isla de Lagos en Nigeria (69). No se observaron corptGsculos

de Negri en cerebrcs de perros ni ratones, pero sf en cerebros de monos infectados.
Este virus fue patdgeno para ratones adultos por via intracerebral, pero no por via
intraperitoneal. Los perros y monos rhesus infectados por via intracerebral murieron
de una enfermedad similar a 1a rabia (68).

El virus Mokola fue aislado en 1968 de tejido nervioso de tres musaradfas
(Crocidura sp.) capturadas cercade Ibadan en Nigeria. También se pudo aislar de los
cerebros de dos nifios con una enfermedad del SNC (70) (71). Su patogenicidad en animales
es similar a la del virus Lanos Bat. Se hallaron corplGsculos de Negri en cerebros de
monos rkesus, pero no en 1os de perros ni ratones (68). Puede infectar a personas adultas,
como lo demostré la infeccién accidental de un laboratoristaen Alemania Occidental (2).

E} virus Duvenhage se aisl6 en 1970 en Sud&frica del cerebrode un hombre, quien
desarroll16 una enfermedad similar a la rabia después de haber sido mordido en el labio
por un murciélago (2).

El virus Obodhiang fue aislado de mosquitos (Mansonia uniformis) enel Sudsn en

tres ocasiones diferentes (2). Este virus, al igual que el Kotonkan, presenta la rara <

caracterfstica de infectar a artr6podos. Ademds se multiplica en monocapas de células

- 15 -



-

de insectos sin adaptacién previa (68). No se ha asociado ain con enfermedad clinica
alguna (2).

E) virus Kotonkan fue aislado en 1967 de Culicoides, en lbadan, Nigeria. Podria
ser el agente causal de una fiebre de los bovinos en ese pafs, en donde también se ha
detectadc actividad neutralizante de este virus en el suero de bovinos, roedores, ove-
jas y caballos (72).

Pruebas serolb6gicas tales como las de protecciédn cruzada, neutralizacién viral
y estudios comparativos de cinética de neutralizaciédn han permitido obtener eviden-
cias de la existencia de diferencias antigénicas entre distintas cepas de virus ré&-
bico (73)(74) (75). Por técnicas de contrainmunoelectroforesis en experiencias con
sueros adsorbidos y no adsorbidos se pudo detectar la existencia de distintos deter-
minantes antigénicos entre las cepas del virus CVS y dos cepas de virus calle: una
aislada de mangosta y la otra de un murciélago hemat6fago capturado en la isla de Api-
pé. Los autores proponen como alternativa, la existencia de diferencias cuantitati-
vas de los mismos determinantes entre estos virus (76).

ActLalmente 1a técnica de anticuerpos monoclonales permite detectar pequedas
diferencias antigénicas en los distintos epitopes ya sea de la glicoproteina como de
la nucleocdpside viral. Hasta el advenimiento de esta técnica se crefa que la nucleo-
cépside constitula el antfgeno comGn del grupo. Su uso puso en evidencia por ejem-
plo, diferencias antigénicas a nivel de 1a nucleocdpside entre el virus HEP y otros
v}rus fijos (77).

El uso conjunto de una baterfa de anticuerpos monoclonales antinucleocépside y
antiglicoproteina, permite diferenciar los virus r&bicos de los virus relacionados,
asi como distintas cepas de virus rébicos entre si. Esta es pues, una técnica de
méximo valor diagnéstico (77)(78).

El estudio por la misma técnica, de numerosas cepas de virus rabicos aislados
de distintas especies animales y en distintas 8reas geogr&ficas sugiere la posibili-
dad de que las diferencias antigénicas observadas estén relacionadas con el huésped
que afectan y el &rea geogré&fica pa}ticular en la que se aislaron (79)(8C). De ser asf,”

la adaptacién de una cepa dada a un nuevo huésped podria estimular 1a aparicién de va-
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riantes antigénicas (79). Por otro lado, pudo determinarse que los virusdeorigen a-
fricano presentan por lo menos un determinante antigénico mayor comGn, loquegermiti6
a Schneider establecer que cos cepas de virus aisladas en el norte de Alemania de mur-

ciélagos de origen desconocido, eran en realidad africanas (80).

3.4.6.- Ubicacién taxon6mica

Familia: Rhabdoviridae

Género: Vesiculovirus

Especie tipo: Virus de la estomatitis vesicular (VSV) serotipo Indiana
Otros miembros: Estomatitis vesicular (subtipos y serotipos)

- Argentina

Brasil (Alagoas)

Cocal

New Jersey
Chandipura
Isfahan
Piry
Género: Lyssavirus
Especie tipo: Virus rébico
Otros miembros: Duvenhage
Lagos Bat
Mokola
Kotonkan
Obodhiang
Existe ademads un considerable nGmero de virus que muy probablemente pertemezcan
a esta familia, pero cuyo género no ha sido aGn establecido. Cabe citar entre otros

al virus de la fiebre effmera bovina, el Kern Canyon, el Navarro y el Sigma (6F).

3.5.- La enfermedad en el hombre

La rabia es una enfermedad que se presenta en todos los continentes exceptuando

Australia y la regién antdrtica. En muchos palses, su epidemiologia estd correlaciona-
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da con la epizooetiologia en animales domésticos. Al controlarse la enfermedad en és-
tos, el nGmero de casos humanos se reduce drésticamente, persistiendo s6lo una baja
proporcién causados por mordeduras de animales salvajes.

Toda persona que entra en contacto fisico con un ambiente que contiene virus
r&bico vivo, se considera expuesta. Si este virus es introducido en su organismo, de-
viene infectada. Como consecuencia de la infeccibn, puede o no desencadenarse la en-
fermedad, dependiendo de numerosos factores, tanto del animal transmisor como del hués-
ped (81). Una vez declarsca la enfermedad en el hombre, es casi siempre fatal. No
obstante, se han informado algunos casos de recuperacién en humanos (82)(83).

v El curso clfnico de la enfermedad puede dividirse en cinco etapas: perfodo de
incubacién, prédromo, fase neurol6gica aguda, coma y muerte.

El periodo de incubacién oscila entre veinte y noventa dlas en lamayorfa de los
casos, aunque los hay exceslvamente cortos (nueve dfas) y también largos (hasta 23 me-
ses) (84)(85). Durante este tiempo no se observan otros sfntomas que no sean moles-
tias locales proplas de la herida o debidas al tratamiento postexposicién.

Los primeros sintomas aparecen durante el pr6dromo y son bastante inespecffi-
cos, tales como malestar general, anorexia, dolor de cabeza y fiebre. Puede presen-
tarse ademds dolor o parestesia en el sitio de 1a exposiciébn. La fase neuroléglca
aguda comienza habltualmente diez dlas después de los primeros sintomas conclaros sig-
nos de afecciébn del SN, tales como hiperactividad, desorientacién, alucinaciones,
trastornos de conducta y par8lisis. Aproximadamente el 50% de los casos manifiestan
hidrofobia. Gradualmente, la par8lisis deviene el sfntoma predominante. Estapuede ser
difusa y simétrica, o ascendente como en el sindrome de Landry-Guillén-Barré, hasta produ-
cirse la par&lisls respiratoria,

E} paciente finalmente cae en estado de coma, el que puede durar desde horas has-
ta meses. La muerte se produce habitualmente por paro respiratorio o bien por compli-~

caciones derivadas del coma (81).

3.5.1.- Respuesta Inmune

La respuesta inmunitaria a la infeccién por virus rébico en el hombre es poco
conocida. El curso lento de la enfermedad deberfa permitir 1a puesta en marcha de todos
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los mecanismos defensivos del huésped. Sin embargo, el resultado final esscasi invartae-

blemente un fracaso.

Dadas las carécteristicas de la infeccidén por virus rébico, puede pensarse que
el desenlace casi siempre fatal se podrfa deber a una respuesta inmunitaria tardfa e
ineficaz (7). Por otra parte, experiencias de laboratorio sugieren la posibilidad de
que también estén involucrados fenbmenos inmunopatolé&gicos (86).

Si se tiene en cuenta la patogenia de la enfermedad, cabe pensar que se produ-
ce un ocultamiento eficaz del virus respecto de los mecanismos defensivos del huésped
dado que: 1) la brotacién a nivel de membranas plasméticas es muy escasa, 2) el escaso
'Virus liberado es r&pidamente removido por la infeccién de células vecinas, 3) el 1i-
mitado nGmero de particulas que pueda brotar de la membrana plasmatica del ax6n queda
retenido en 1a vaina de mielina circundante y 4) no hay citopatologfa evidente que
pueda estimular reaccién inflamatoria ni en el tejido nervioso ni en tejidos extra-
neurales, hasta muy avanzada la infecci6én. Cuando se alcanzan los estadfos termina-
les de la enfermedad, la cantidad de particulas virales liberadas es masiva, coinci-
diendc con la aparici6bn de altos titulos de anticuerpos. Se han informado tftulos de
anticuerpos excepcionalmente altos en casos de remisi6bn y recuperacién de la enferme-
dad (82)(83).

Por otra parte, experienéias'realizadas por Guillon y Tsiang (86) infectando
con virus calle por via periférica a ratones normales y atimicos, demostraron en este
modelo experimental que el porcentaje de mortalidad, el titulo viral en el SNC y la
dispersion de muertes en el tiempo es mayor en animales atimicos. E! perfodo de in-
cubaci6n es m&s largo en ratones atimicos que en los normales, y la sintomatologfa
diferente, observdndose caquexia progresiva en vez de una verdadera par&lisis., Expe-
riencias realizadas por Smith y col. (87) en ratones normales e inmunosuprimidos con
ciclofosfamida, infectados por via periférica con virus calle, mostraron que si blen
la inmurcsupresién aumentaba el porcenaje de mortalidad, al mismo tiempo retrasaba la
aparici6n de sintomas y el momento de la muerte. Los animales se paralizaban al res-

tablecerse la respuesta inmunitaria, y la transferencia pasiva del suero hiperinmune

precipitaba la muerte. Estos resultados sugieren que la respuesta inmunitariadel hués-

- 19 -



ped a la infeccién del SNC por virus r&bico puede ser un factor -importante en el des-
enlace de esta enfermedad.

Mediante la administracién de inmunoglobulina anti-interferén Guillon y Tsiang
(86) lograron poner en evidencia la produccidén de pequedas cantidades de interferén
(no detectables por métodos in vitro) durante la infeccién parenteral de ratones con
virus calle. El tratamiento de los animales con inmunoglobulina anti-interfer6n
aurenté la mortalidad tanto en ratones normales como atimicos y acorté el perfodo de
incubaci6n de estos Gltimos.

Estos mismos autores consideran que ademss de los fen6bmenos expuestos prece-
dentemente, el desenlace fatal de la enfermedad debe relacionarse con algln mecanis-
mo de disfuncidén neuronal todavla no identificado, desencadenado directa o indirec-
tamente por la infecci6n viral y subrayan la necesidad de ahondar mds en los posibles

mecanismos inmunolégicos y moleculares involucrados (88).

3.5.2.- Profilaxis

La profilaxis de la rabia en el hombre, contrariamente a lo que ocurre en otras
enfermedades, se realiza habitualmente después de la exposici6én al virus. Esto es
posible dado a que el mismo permanece en el sitio de la mordedura o en sus inmedia-
ciones durante un perfodo de tiempo variable y generalmente suficiente (7).

S6lo aquellas personas con alto riesgo de exposici6n, tales como veterinarios,
personal de laboratorio, etc. reciben un tratamiento preventivo consistente en un li-
mitado nimero de dosis de vacuna.

En caso de mordeduras severas, en zonas tales como las manos, cuello o cara,
la sola administraci6n de vacunas puede no asegurar protecci6n. Este hecho fue de-
mostrado en un estudio realizado en Ir&n en 1953 (89) citado por Wiktor (90), en el
cual se comprobd que en personas mordidas en la cara o en la cabeza y tratadas con
vacuna, la mortalidad alcanz6 un 42%. Comparando estos resultados con la mortalidad
observada en personas severamente mordidas y no tratadas, los autores concluyeron que

no habfa diferencias significativas.
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E]l Comité de Expertos en Rabia de la Organizacién Mundial de }a Salud (91) es-
tableci6 luego de un estudio de campo hecho en Ir&n en 1954 (92) la importancia in-
cuestionable de administrar suero antirrébico en combinacién con la vacuna, para lo-
grar proteccibébn después de una exposici6bn severa. El uso de suero hiperinmune deori-
gen heterélogo est§ siendo reemplazado paulatinamente por inmunoglobulinas especifi-

cas de orfgen hom6logo, actualmente disponibles en el comercio.

3.5.2.1.- Tipos de vacunas

-

a- Vacunas preparadas en tejido nervioso de animales adultos

‘ La primera vacuna antirrabica fue obtenida por Pasteur, Roux y Chamberland en
1884 (93). EI virus, inicialmente aislado del cerebro de una vaca, sufri6 noventa
pasajes en cerebro de conejos. Esto acortd el perfodo de incubaci6n de la enfermedad,
el cual se estabiliz6 o ''fij6' en siete dfas. Esta cepa de virus adaptada a conejos
y con un perfodo de incubacién constante se conoclé como virus fijo, y se utilizé pa-
ra la produccibébn de vacuna.

La vacuna se preparaba por desecado de médula espinal de conejos infectados
con el virus fijo. La médulas se dejaban secar al aire hasta la inactivacién total
del virus en aproximadamente 15 dfas. El esquema de inmunizacién eﬁbleadopor Pasteur
y sus colaboradores consistfa en la aplicaciébn de una dosis diaria durante 15 dlas,
comenzando por una suspensibébn de médula desecada durante 15 dfas, luego 14 y asi su-
cesivamente hasta terminar con la administracién de una suspensi6n de médula no tra-
tada (virus infeccioso). Fue con esta vacuna que se hizo el primer tratamiento an-
tirrdbico en el hombre (94)(95).

Posteriormente surgieron otras vacunas también producidas en tejido nervioso
de animales adultos, tales como la de Fermi (96), Hempt (97) y Semple (98). La prime-
ra de estas preparaciones es una suspensién acuosa al 5% de tejido cerebral de oveja
parcialmente inactivada con fenol. Actualmente el.uso de vacunas parcialmente inac-

tivadas en el hombre , estd contraindicado por la Organizaciébn Mundial de la Salud (99).

La vacuna tipo Hempt se inactivaba originalmente con éter y por lo comin se terminaba
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de inactivar con fenol. La vacuna tipo Semple todavia se usa en algunos pafses para
tratamiento postexposicién. Originalmente era una suspension de tejido cerebral de
oveja; actualmente taiwbién se usan como sustrato otros animales (ppr ejemplo cone-
jos). El virus se inactiva totalmente con fenol, betapropiolactona o luz ultra-
violeta.

Las vacunas preparadas en tejido nervioso son inmunégenos eficaces, sin embargo
preser an la gran desventaja de ocasionar reacciones posvacunales en un alto nGmero
de casos, muchos de los cuales son de mé&xima gravedad. Esto se debe a la presencia de

un factor encefalitogénico asociado a la mielina (94)(100).

]
b- Vacunas preparadas en tejido aviar

Una de las vacunas recomendadas por la Organizaci6én Mundial de la Salud para
uso humano en tratamientos pre y postexposicién, es la producida por inoculacién de
virus fijo en el saco vitelino de embriones de pato. La suspensién obtenida es inac-
tivada con betapropiolactona (10f). Esta vacuna es ampliamente utilizada en los Es-
tados Unidos de Norteamérica por considerarse relativamente exenta de factor encefa-
litogénico en comparaci6bn con aquellas producidas en tejido nervioso. Sinembargo, las
estadisticas disponibles revelan alrededor de un 30% de reacciones posvacunales lo-
cales y sistémicas de intensidad variable, incluyendo anafilaxia y ocasionalmente
trastornos neuroldgicos graves. En lo que respecta a su potencia antigénica vy
capacidad inductora de anticuerpos, es inferior a la de las vacunas producidas en

tejido nervioso (94)(102).

c¢- Vacunas preparadas en tejido nervioso de animales inmaduros

Baséndose en que las sustancias que causan encefalomielitis alérgica no estén
presentes en los elementos neurales de embriones o animales inmaduros y en queernellos
se obtiene una r&pida multiplicaci6bn viral, Fuenzalida y Palacios introdujeron la al-
ternativa de producir vacuna antirrdbica en cerebros de ratones lactantes de tres a
seis dias ce edad (103).

Esta vacuna, segln su descripcién original, debe contener:

- sobre~zcdante de una suspensidbn de cerebro al 1%.

- 5§ loc-ritmos de virus rébico fijo inactivado con luz ultravioleta
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- agua destilada.

- fenol 1:1000 y tiomersal 1:10 000.

La componen tres cepas de virus r&bicos:

- CepaCVS (Challenge Virus Standard). Deriva de la cepa original de Pasteur y fue a-
daptada y fijada por sucesivos pasajes en cerebros de ratones.

- Cepa 51. De origen canino, aislada en Chile. El virus fue fijado por 121 pasajes
en cerebro de ratones de tres a cuatro semanas de edad.

- Cepa 91. De origen humano, aislada en Chile. El virus fue fijado por 119 pasajes

en cerebro de ratones de tres a cuatro semanas de edad.

' Esta vacuna presenta notables ventajas respecto de las elaboradas a partir de

tejido nervioso de animales adultos: tiene mayor concentracién antigénica en una con-
centraciébn de tejido menor, lo que disminuye marcadamente el riesgo de reacciones
posvacunales.. Su potencia antigénica, determinada por el método de NIH (104} es alta,
la respuesta serolégica inducida en personas vacunadas buena (105)(106). A pesar de
que el uso de la vacuna de cerebro de ratén lactante (CRL) ha reducido la incidencia
de reacciones en personas inmunizadas contra la rabia, en América Latina se han in-
formado casos de accidentes postvacunales, que involucran especialmente al SNP (107).
En el Centro Panzmericano de Zoonosis, OPS/OMS, se investigaron las posibles causas de

los accidentes, comprob&ndose que no se debfan a la presencia de virus murinos (108).

Por otra parte, se aislaron pequefias cantidades de mielina del tejido nervioso de ra-

tones de nueve dfas de edad, lo que podria explicar los accidentes observados (109).

A fin de minimizar el riesgo de presencia de mielina en el material ccsechado
para la produccibébn de vacuna, se introdujo una modificaci6p en el método original des-
crito por Fuenzalida y Falacios (110) consistente en centrifugar la vacuna durantediez
minutos a 17 000 g en lugar de hacerlo a 1900 g.

Dado que el riesgo de reacciones posvacunales se incrementa con el ntmero de
dosis acd-inistradas, se estudi6 ademds la posibilidad de reemplazar el esquema clsi-
co de tratamiento postexposici6bn de catorce dosis més dos refuerzos, por uno reducido
de s6io siete'dosis mds dos refuerzos. Pudo determinarse que las respuestas serolé6-

gicas inducidas por ambos esquemas son comparables (111)(112).
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La vacuna CRL preparada en ratones de tres dfas de edad, centrifugada a 17 000 g
y aplicada de acuerdoal esquema reducido de tratamiento, es de f&cil produccién, eco-
ndbmica, eficaz y segura.

En 1a Uni6n Soviética, se prepararon en cerebro de ratas lactantes, vacunas si-

milares a la desarrollada por Fuenzalida y Palacios (113). También se elaboraron otras

en cerebro de conejos lactantes en Holanda (114).

d- Vacunas preparadas en cultivos celulares

En vista de que la administraci6n de vacunas producidas en tejidd nervioso a-
carrea un alto riesgo de reacciones adversas y que la vacuna elaborada en embrién de
‘pato es de baja inmunogenicidad, no se escatimaron esfuerzos en desarrollar nuevos ti-
pos de vacunas antirrsbicas por propagacién del virus en cultivos celulares.

Se logr6 adaptar distintas cepasdel virus a la replicacib6bn en cultivos prima-
rios y en células diploides humanas, por ser estos los dos tipos celulares aceptados
como sustrato para producci6én de vacuna de uso humano (115). La obtenci6n de este
nuevo sustrato para produccl6n de vacunas constlituyé un importante avance en la his-
toria de la lucha contra la rabla.

En la actualidad, se dispone de vacunas producidas en cultiva primario de ri-
fién de perro, en cultivo primario de rifibn de hamster sirio y en cultivo primario de
rinbn de feto bovino, entre otras. La potencia antigénica de estas vacunas, determi-
nada por la prueba de NIH, es comparable a la de las vacunas de tejido nervioso (116)
(117) (118). |

El desarrollo por Wiktor y colaboradores de una vacuna antirrsbica en células
diploides humanas introdujo un nuevo avance en la historia de la prevenci6n y el tra-
tamiento de la rabia en el hombre (119)(120)(121).

La vacuna antirrdbica obtenida en células diploides humanas (HDCS: Human Diploid
Cells Strain) demostr6 ser altamente inmunogénica y conferir proteccién frenteavirus
calle en pruebas realizadas en monos(122)(123). Estudios preliminares hechos en seres
humanos en distintos pafses, indicaron que la vacuna es bien tolerada y que tres dosis
apropiadamente espaciadas inducen altos niveles de anticuerpos (124).

Actualmente, esta vacuna es elaborada por tres importantes laboratorios comer-
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ciales de Francia, Alemania y Estados Unidos, en células WI-38_o MRC-5 y ha sido ad-
ministrada a numerosos individuos en éstos y otros pafses. Los estudios realizados
en personas vacunadas demuestran que induce una buena respuesta serolégica (125) (126)
(127) (128) (129), una: inmunidad de duraci6n prolongada y que la incidencia de reacciones
pcsvacunales es baja {(125) (127) (128), Hasta el presente se ha denunciado un sélocaso de
sind}ome de Guillén-Barré asociado a la inmunizacién con vacuna HDCS sobre ungran nG-
mero de personas vacunadas (130).

Si bien son evidentes las ventajas.de este tipo de vacuna respecto de las tra-
dicionales, debe tenerse en cuenta que la infraestructura requerida para su produc-

‘cibn es compleja y su costo es elevado.

3.5.2.2.- Mecanismos de proteccib6n postexposicién

3.5.2.2.1.- Respuesta humoral

Como se mencionara en el punto 3.5.2, el Comité de Expertos en Rabia de la Or-
ganizaci6én Mundial de la Salud recomienda el uso de suero o inmunoglobulina antirrs-
bica como complemento de la vacuna después de una exposici6on severa al virus rébico.
A pesar de la eficacia empfrica del tratamlento combinado, no se conoce claramente el
papel de los anticuerpos en la proteccién después de la exposicién.'

Baer y Cleary (5) estudlaron el efecto protector logrado por la inmunizacién
pasiva de ratones 24 horas después de una infeccién periférica con virus calle. Ob-
servaron que, si bien los perfodos de incubacién se proloﬁgaban marcadamente, los por-
centajes de protecciébn alcanzados no diferfan significativamente de los obtenidos en
los animales testigo. Otros trabajos en cambio, ponen en evidencia cierto grado de
proteccién por la inmunizaciébn pasiva de ratones con suero heter6logo(131)ycon in-
munoglobulina G de alto tftulo neutralizante, mientras que no se observé protecci6n
cuardo se administré inmunoglobulina M de alto tftulo neutralizante (132)(133).

El esclarecimiento de los mecanismos involucrados en la protecciébn después de
una exposiclén al virus r&bico, comenz6 con la aparicién de una vacuna de gran poten-
cia antigénica elaborada en células BHK(134). Sikes y col. en 1971 (123) demostraron .
la'capacidad protectora de esta vacuna en monos infectados con virus calle. Encontra-

ron que su administracion simultSnea con suero, no aumentaba significativamente los
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niveles de proteccién alcanzados con una dosis Gnica de vacuna. La administracién de
suero solamente, prolongaba el perfodo de incubacién sin disminuir los niveles de mor-
talidad. Por otro lado, no pudieron establecer correlacién entre el tiempo transcu-
rrido hasta la aparici6n de anticuerpos neutralizantes, el tfitulo alcanzado y la pro-
teccion conferida.

Baer y Cleary (5) demostraron la eficacia de esta vacuna para proteger rato-
nesinfectados con virus calle por via periférica. Posteriormente, los mismos autores,
compararon la eficacia protectora de esta vacuna con la de otra preparada en células
diploides humanas. Encontraron que sé6lo la va;una producida en células BHK era.capaz
de proteger a los ratones, aun cuando los niveles de anticuerpos inducidos por ambas
eran similares (131).

De todo 1o antedicho, cabe pensar que otros mecanismos defensivos, ademis de

los anticuerpos, pueden estar involucrados en la proteccién como respuesta a la vacu-

naciébn después de una Infecciébn por virus rébico.

3.5.2.2.2.~ Interferé6n

Las proteccién conferida a ratones y monos por la vacuna preparada en células
BHK cuando se administr6 después de infecta, a los animales con virus calle, estuvo
relacionada con su capacidad de inducir una respuesta de interferbn: Otras vacunas i-
gualmente inmunogénicas (igual valor antigénico) pfoducidas en células diploides hu-
manas que no indujeron interfer6n resultaron ineficaces (5)(131)(135).

A partir de estos hallazgos, se efectuaron muchas experiencias tendientes a es-
tablecer la relacibén existente entre induccién de interfer6n y proteccién.

Wiktor y col. (136), trabajando con hamsters, encontraron que tanto la vacuna
antirrsbica preparada en células BHK como dos vacunas no antirribicas (Kern Canyon e
Influenza B), todas ellas capaces de inducir respuesta de interferén, protegieron a
los animales cuando se las administr6 entre 24 horas antes y dos horas después del
desaffo con virus calle. En cambio, cuando se las administré siete dfas antes del de-
saffo, s61o la vacuna antirrdbica confiri6 protecci6bn a los animales, ya que fue la G-
nica que indujo la formaci6n de anticuerpos neutralizantes. Estos resultados cordicen

con el hecho de que e! interferd6n inducido pot vacunas administradas cercanamente al
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momento de la exposicibn, puzde des?mpeﬁar un papel decisivo en la proteccibén. Estos
conocimientos, despertaron Interés p;} investigar la capacidad de distintos tipos de
vacunas antirr&bicas de inducir una respuesta de interfer6n (137)(138). Los resultados
parecen indicar que la mayorfa de las vacunas antirrdbicas no son buenas inductoras
de interfer6n.
La eficacia de una vacuna administrada después de la exposici6n al virus rébico
parece depender entonces de por lo menos dos factores:
1) la temprana aparicién (en las primerasdiez horas) de una respuesta inespecifica por
interferén.
. 2) la apariciébn cuatroacincodlas después de una respuesta especifica por anticuerpos.
Hasta el presente, s6lo en la vacuna elaborada en células BHK, se pudo demos-
trar en forma concluyente e inequivoca la capacidad de inducif la producciénde inter-
fer6n. Dado que se trata de células heteroploides, el uso de esta vacuna en seres
humanos est8 contraindicado. Se pensé entonces que el tratamiento combinado de in-
terfer6n o inductores del mismo y vacunas de uso corriente podria resultar efectivo.
Distintos estudios realizados en este sentido en diferentes modelos animales y condi-
ciones de trabajo muestran que invariablemente la proteccién conferida por la admi-
nistracién de interfer6n ex6geno y vacuna o de inductores de interf;rén -tales como

el &cido poliriboinosinico-policitidflico- y vacuna, es mayor que la conferida por va-

cuna s6la y levemente superior en el segundo caso (139) (140) (141).

3.5.2.2.3.- Respuesta celular

Como se menclonara precedeﬁtemente, la proteccibén después de una exposiciébn a
virus rébico parece no poder asegurarse s6lo por la presencia de anticuerpos neutrali-
zantes, puesto que también es importante una respuesta de interferén. Por otra parte,
distintos autores han estudiado la posibilidad de que se produzca una respuesta §nmu-
nitaria de tipo celular como consecuencia de la vacunaci6én y el papel que é&sta desem-
pefarfa en la proteccién contra la enfermedad.

Ast, Kaplan y col. (142) demostraron que cepas de virus atenuadas que en animales -
normales producen una infeccibn inaparente, se volvf;n virulentas en ratones atimicos"

o experimentalmente inmunosuprimidos. Posteriormente, Wiktor y col. (143) informaron
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que una fuerte respuesta citotéxica mediada por células (CMC) se genera en ratones
inyectados con virus atenuado o con una vacuna inactivada. Esta reacci6n, que se de-
muestra por una prueba in vitro, estd mediada por linfocitos T y se ve severamente
deprimida si los animales reciben previamente suero antirrdbico. Encontraron adem&s
que la respuesta de CMC detectada en el bazo de ratones infectados concepas virulen-
tas, era muy pobre.

Estudios posteriores del mismo grupo de investigadores, demostraron que la
aparici6n de una respuesta citot6xica mediada por células después de una infeccibn
con virus atenuado o de vacunacién, se relaciona en forma directa con la proteccién.
Sin embargo, el momento de administracién de la vacuna parece ser de fundamental im-
portancia. Cuando se vacunaba antes o en el momento del desaffo con virus calle se
lograba protecci6n, mientras que 24 horas de retraso en la vacunacién, eran suficien-
tes para que el virus ejerciera su efecto supresor de la respuesta de CMCy produjera
consecuentemente una infeccién letal (144).

Con el fin de estudiar la respuesta de tipo celular que se produce después de
la vacunaclén antirr&bica, se aplicaron ademds otras técnicas como, por ejemplo, la
prueba de la almohadilla plantal en ratones (145) o la transformaci6n blsstica de
linfocitos periféricos de sujetos vacunados y estimulados con antfgeno hom6logo (146 ).

Las evidencias disponibles hasta el presente parecen indicar la importancia de
la respuesta inmunitaria mediada por células para el éxito de la vacunacibén después
de una exposicién a virus r&bico (144)(146). La aparicién de células "killer'" resul-
tarfa en la destrucci6n especifica de células infectadas y el virus consecuentemente
liberado, serfa neutralizado por ant%cuerpos. Resulta menos clara la funci6n que de-
sempeia la temprana inducci6bn de interferén como respuesta a la vacunacién, habién-
dose sugerido un posible efecto de regulacibn bositiva de procesos celulares, inclu-
yendo la potenciacién de la respuesta de CMC (144).

Si se tienenen cuenta estos posibles mecanismos, algunos fracasos de vacuna-
cién en personas mordidas podrian atribuirse a una respuestade tipo celulardeficien-

te, a pesar de una respuesta humoral normal (146).

-~
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3.6.- Situaciébn epidemiolégica de la rabia en América

La rabia en el hombre y los animales constituye un grave problema mundial. Se
presenta en todos los continentes habitados con excepcién de Oceanfa. Actualmente exis-
ten palfses libres de la infeccibn, entre ellos Jap6bn, en Asia, Gran Bretaia, los pafses
escandinavos, Espafa y Portugal, en Europa. En nuestro continente no se notifican ca-
sos en una vasta &rea del Caribe, Jamaica y Uruguay.

En el gr&fico N°1 se observa que los casos de rabia registrados en las Américas
permiten dividirla en dos grandes &reas con cardcterfsticas muy diferentes: en la pri-
mera, que comprende el Canadd y Estados Unidos de'América se ha eliminado la rabia en
animales domésticos y, como consecuencia, la incidencia de 1a enfermedad en el hombre
es minima. Subsiste sin embargo, un problema de diffcil solucién como lo es la rabia
en la fauna silvestre: zorrinos, zorros, murciélagos, mapaches, loBos, coyotes, gatos
monteses. Estos animales ademds de constituir un reservorio de la enfermedad podrfan
transmitirla a las especies domésticas y éstas al hombre.

En la segunda &rea, formada por el resto de América, se observa un elevado nG-

mero de casos de rabla humana y canina y un menor registro de casos en la fauna sil-

“vestre.

Esta situacién persiste en la actualidad (gr&fico N°2) ya que no se ha logrado
modificar sustancialmente el impacto de la enfermedad en 1a salud humana; sin embargo,
cabe sefalar algunos logros alcanzados en los Gltimos afos:

- Se han desarrollado vacunas de mejor calidad y de producciébn mss sencilla.

- Se han desarrollado métodos de diagn6stico mds précticos y confiables.

- Se han puesto en marcha actividades de lucha antirrdbica en algunos palses de
la Regi6bn con éxito evidente. Cabe sefialar que no se registraron casos en el hombre
en Belice, Canads, Costa Rica y Grenada desde 1971; en Chile desde 1972, en Panam§
desde 1973 y en Cuba desde 1976.

En 1a tabla 1 se observa la situacién epidemiolbébgica de la Argentina entre los
afos 1972 y 1975. En el afo 1976 se produjeron 5594 casos de rabia en animales y 19
casos humanos, situaclén dramitica que motivé a las autoridades nacionales a implemen- ¢
tar un Programa Nacional de Control de la Rabia. Llas acciones se desarrollarfan con
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mayor intensidad en la Capital Federal y Gran Buenos Aires porque & estas &reas corres=-
pondfan el 89% del total de casos notificados en el pais.

El gr&ficoN® 3 muestrael éxito alcanzadocon 1a aplicacién intensa y sistemitica
de acciones prioritarias (vacunacién masiva de la poblaci6n canina, educacién sanita-
ria) y de acciones complementarias (eliminaci6n de animales callejeros, diagnéstico
eficiente para la deteccién de focos rabicos e implementacién de un estricto control
de calidad de las vacunas utilizadas en las campafas) (147). Conviene destacar que en
la Cap{tal Federal no se notifican casos de rabia desde 1981 y en la Provincia de Bue-
nos Aires los casos de rabia en animales disminuyeron de 4986 en 1976 a 20 en 1983.

En el Programa se utiliza fundamentalmente vacuna CRL producida en el pafs.

Tabla 1

Situacibn epidemiolégica de la rabia en Argentina, 1972-1975

1972 1973 1974 1975

Area

Perros|Gatos Hu- Perros| Gatos Hu- Perros| Gatos| Hu- Perros| Gatos| Hu-=

manos mano manos manos

Metropol.
de Bs.As.| 264 26 0 923 78 71 901 87 6 1186 | 110 4

La Plata
aerded. 42 2 0 59 2 0 50 6 0 281 25 0
Mendoza 137 17 1 147 21 0| 138 17 1 242 37| o
Resto del
pals 301 5 2 235 2 5 | 188 4 0 162 4 1

Total AL 50 3 1364 | 103 12 1277 114 7 1871 176 5

Datos tomzdos de: V.E.R.A., Centro Panamericano de Zoonosis, OPS/0OMS.
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k. - - OBJETIVOS

La vacuna antirré&bica tipo Fuenzalida-Palacios, se prepara en encéfalo de rato-
nes lactantes (vacuna CRL) y se compone antigénicamente por una combinaciébn de tres
cepas de virus rébicos (CVS, 51 y 91) inactivados con luz ultravioleta. Dado que su
producci6bn es relativamente sencilla y su costo bajo, y que demostr6 ser eficaz en el
control de la enfermedad a lo largo del tiempo, esta vacuna es ampliamente utilizada
en los pafses latinoamericanos.

Si se tiene en cuenta que la infraestructura requerida para la elaboracién de

vacuna antirrsbica humana en células diploides supera las posibilidades concretas de

1

la mayoria de los pafses de Latino América y dados los resultados obtenidos con vacuna
CRL en campaiias de inmunizacién coherentemente organizadas, se deduce la importancia
de mejorar atn mis la calidad de esta vacuna que est§ disponible y que reGne las con-
diciones necesarias para lograr el control de la enfermedad en Sud América.

Ya se ha visto como la incidencia de reacciones postvacunales es minima si se
la centrifuga a 17 000 g y si se implementan esquemas reducidos de vacunacién. Por
otra parte, el Comité de Expertos en Rabia de la OrganizaciénMundial de 1a Salud(99) (149)
recomienda que las vacunas antirrsbicas de uso humano sean inactivadas y se preparen
con una Gnica cepa de virus., Por ello, resulta de interés estudiar comparativamente
la capacidad inmunogénica de los distintos antfgenos que intervienen en la composi-
ci6én de la vacuna CRL a fin de esclarecer la contribucién de cada uno de ellos a la
inmunogenicidad de la vacuna y de determinar si eventualmente alguno puede ser elimi-
nado de la misma.

Este estudio se llevard a cabo en tres partes:

1- Comparacibn de la capacidad inmunogénica de la vacuna CRL trivalente y 1as monovalentes a
virus CVS, 51y 91 frente a los virus que las componen, mediante una variedad de pruebas.

2- Comparaci6bn de la capacidad inmunogénica de la vacuna CRL trivalente y las monova-
lentes a virus CVS, 51,y 91 frente a dos cepas de virus calle aisladas de los huéspedes

m&s comunes en los ciclos de la rabia en Argentina (rabia canina y bovina), haciendo

uso de las mismas pruebas.

3- Capacidad de cada una de’ las vacunas en estudiode inducir una respuesta de interferén.
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5.- MATERIALES Y METODOS

6.1.- Animales de laboratorio

a) Se utilizaron ratones blancos de la cepa CF1, sanos de ambos sexos, lactantesy adul-

tos; éstos Gltimos de entre 10 y 18 g de peso aproximadamente.

b) Se utilizaron conejos neozelandeses lactantes y recién destetados.

5.2.- Cepas de virus rébicos

5.2.1.- Virus fijos

a) Cepa CVS: Es la cepa estdndar de desaflo, derivada de la original de Pasteur. Fue
remitida por los Institutos Nacionales de Salud de los EE.UU. (NIH) con 31 pasajes en
éerebro de ratones adultos. Se hicieron dos pasajes adicionales en el mismo huésped:
el primero para preparar el virus semillay'e! segundo para preparer el virus trabajo.
b) Cepa 51: De origen canino aislada en Chile. El virus fue fijado por 121 pasajes en
cerebrc de ratones adultos. El virus semilla utilizado.tiene 123 pasajes e& cerebro de
ratones adultos, se efectud un pasaje adicional para la produccién del virus trabajo.

c) Cepa 91: De origen humano, aislada en Chile. El virus fue fijado por 119 pasajes en ce-
rebro de ratones adultos. El virus semilla utilizado tiene 122 pasajes en cerebro de ra-

tones adultos, se efectud un pasaje adicional para la producci6n del virus trabajo.

5.2.2.- Vlrus calle
Las dos cepas de virus calleutilizadas en este estudio fueron gentilmente cedlidas

por el Dr. Oscar Larghi, jefe del Sector Rabiadel Centro Panamericano de Zoonosis, O0PS/OMS.

1026/80: Cepa aislada de un perro proveniente de 1a localidad de Merlo, Pcia. de Buenos Aires,

Argentina. Fue recibida conunpzsaje efectuado en cerebro de ratones adultos (CRA/1).

1426/79: Cepa aislada de un bovino en la localidad de Balcarce, Pcia. de Buenos Aires,

Arcentina. Fue recibida cor un pasaje efectuado en cerebro de rztones adultos (CRA/1).

Ambas cepas sufrieron dos pasajes adicionales en cerebro de ratones adultos. Se

prepar6 una susgensién al 20% de los cerebros cosechados en el segundo pasaje (CRA/2)y
una suspension al 40% con los cerebros cosechados en el tercer pasaje (CRA/3).

Los pasajes de virus se efectuaron de acuerdo al procedimiento indicadoer el punto
5.3., el diluyente utilizado en la preparacién de las suspensiones se indica en el anej

xo punto 10.1.
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Se controlé la esterilidad e infectividad de todas las suspensiones virales tal
como se describe en le punto 5.5. La titulacién de virus se efectu6 tanto por via
intracerebral como intramuscular en ratones adultos. La titulacién por via IM se
efectud por inoculacién de los ratones en la pata trasera derecha con una dosis de
0,2 ml. El perfodo de observacién de los animales fue de 28 dfas para los viruscalle
y de 14 para los fijos. Todas las suspensiones pasaron satisfactoriamente la prueba
de esterilidad. Los titulos alcanzados por ambas vias para las suspensiones virales

-

se muestran en la tabla 2, p&g. 46.

$.3.- Produccib6n de virus rébicos en ratones

5.3.1.- Produccién de virus semilla

- Se inocularon 50 ratones de entre 10 y 14 gr. de peso por via intracerebral, con un
volumen de 0,03 ml. conteniendo 100 DL50% de virus original.

- Se cosecharon los cerebros al alcanzar los animales el estado de postracién.

- Se prepar6 una suspensién de cerebro al 20% p/v en diluyente agua-sacarosa-gelatina,
descrito en el anexo punto 10.2.

- Se centrifugé 10 minutos a 1000 x g en centrfifuga refrigerada.

- Se distribuy6 el sobrenadante en ampollas a razén de 0,5 ml. en cada una.

- E) producto se liofilizé.

- Se efectuaron controles de esterilidad, identidad e infectividad segin se describe

en el punto 5.5. Los resultados fueron satisfactorios.

5.3.2.- Producci6n de virus trabajo

- La suspensién de virus trabajo se prepar6 a partir de una ampolla de virus semilla

liofilizado siguiendo la técnica descrita en el punto 5.3.1.

- E! diluyente utilizado en la preparacién de la suspensién fue suero equino al 2% en
agua destilada, segGn se detalla en el anexo punto 10.1.

- Llas ampollas de virus trabajo se mantuvieron congeladas a -70°C.

- Se efectuaron controles de esterilidad, identidad e infectividad segGn se describe
en el punto 5.5. Los resultados fueron safisfactorios.

- Las suspensiones v}rales-se titularon ademds por via:- M.
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- Llos tftulos hallados por via IC e IM figuran en la tabla 2, péag. 46.

5.4.- Elaboracién de vacunas antirr&bicas

S.4.1.- Vacuna de referencia (148)

Se trata de una susgensién al 10% de cerebro de conejo infectado con virus rsbi-
co fijoPasteur (Production Virus: PV), inactivada con luz ultravioleta y liofilizada.
- Se inocularon 20 conejos jovenes por via intracerebral con 0,2 ml. de virus PVcon-
teniendo 1000 DL50%.
- Se cosecharon los cerebros al alcanzar los animales el estado de poétracibn.
- Se prepar6 una suspensidn al 26% p/v con agua bidestilada estéril tamponada, pH 7
‘adicionada de antibiéticos. Ver anexo punto 10.3.
- Se centrifugb en centrffuga refrigerada 10 minutos a 500 x g, y se separ6 el sobrenadante.
- Se tomd muestra pzra éfectuar controles de esterilidady de infectividad, de acuerdo
al procedimiento descrito en el puntoS5.5. Ambos controles fueron satisfactorlos. El
tftulo viral alcanzadec fue 6,43,
- Sé inactivé la suspensibn viral por pasaje a través de un esterilizador de plasma
de flujo contfinuo, a una velocidad de 60 ml/min.
~ La suspensién inactivada sediluy6 con un vclumen igual de agua bidestilada estérll,
pH 7 adicionada de sacarosa al 152 ygelatina al 1%.
- Se tombé muestra para controles de esterilidad, toxicidad y ausencia de virus vive
residual descritos en el punto 5.5. Los resultados fueron satisfactorios.
- La vacuna al 10% se distribuyé con jeringa automética er volimenes de 2 ml. en am-

pollas de liofilizacioén.

- Se congeld inmediatamente y se liofilizé6.

§.4.2.- Vacuna de cerebro de ratones lactantes

6.4.2.1.- Vacunas monovalentes

Se prepararon las siguientes vacunas monovalentes:
a) Dos lotes de vacuna monovalente al 1% a virus de la cepa CVS.
b) Dos lotes de vacuna moncvalente al 1% a virus de la cepa 51.

c) Dos lotes de vacuna monovalente al 1% a virus de la cepa 91.
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- Se descongelaron suspensiones de virus irabajo de cada una de las cepas requeridas
y se diluyeron hasta contener aproximadamente 100 DL50% (diluci6én del inéculo).

- Se inyectaron ratones lactantes menores de 4 dias de edad con 0,01 ml. de inbculo
por via intracerebral.

- Se sacrificaron lcs animales 96 hs. después de 1a inoculacién. Se extrajeron los ce-
rebros, los que se conservaron congelados a -70°C hasta el momento de producir vacuna.

-~ Se descongelarcn parcialmente los cerebros.

= Se prepar6 una suspensién de tejido al 10% en agua bidestilada pH7 fria y estéril,

ver anexo punto 10.3.
,~ Se centrifugé en centrifuga refrigerada 10 minutos a 2000 x g; se separ6 y midié
el sobrenadante completando con agua bidestilada pH 7 al volumen original.

- Se tomaron muestras para efectuar controles de esterilidad y de infectividad, de
acuerdo al procedimiento descrito en el punto 5.5.

- Se efectud una diluci6n al medio de la suspensién viral con agua bidestilada pH 7,
a fin de obtener una concentracién del 5%.

- Se inactiv6 la suspension viral al 5% por pasaje a través de un esterilizador de
plasma de flujo contfnuo, a una velocidad de 250 ml/min.

-~ La suspensibébn inactivada se diluyd cinco veces en agua bidestiléﬁa estéril, pH7
adicionada de fenol, merthiolate y glucosa en concentraciones finalesde 0,1, 0,01 y
5% recspectivamente.

- Se tomd muestra para controles de esterilidad, toxicidad y ausencia de virus vivo
residual (punto 5.5.).

- Todas las vacunas se fraccionaron en volGmenes de 50 y 100 ml.

- Se retir6 muestra para efectuar el control de pontencia de las vacunas producidas.

Los resultados obtenidos figuran en el punto 6.1,1.

5.4.2.2.- Vacuna trivalente (149)

Se prepararon dos lotes de vacuna trivalente al 1% con cantidades equivalentes
de virus CVS, 51 y 91, siguiendo la técnica descrita er el punto 5.4.2.1. La rotencia

antigénica promedio de ambce lotes figura en el punto 6.1.1.
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5.5.- Controles de calidad

5.5.1.- Control de esterilidad

a) Previo a la inactivacién

Se inocularon 5 tubos conteniendo 9 ml. de caldo tioglicolato cada uno, con ca-
da una de las muestras a probar. Se sembr6 1 ml, de producto en el primer tubo y se
efectuaron a partir de éste 4 diluciones seriadas razén diez en los siguientes. Se in-
-cubarcn durante 14 dfas a 37° C; El resultado se consideré satisfactorie al no obser-

varse desarrollo bacteriano mds all§ de la dilucién 10-2.

)
b) Posterior a la inactivacioén

Se inocularon tubos conteniendo 9 ml. de caldo tioglicolato y estrfas de agar
sabouraud, por duplicado para cada muestra a controlar. Las temperaturas de incuba-
cién fueron 37 y 22°C. respectivamente, y el perfodo de observacion fue de 1k dfas.
El resultado se consider6 satisfactorio al no observarse desarrollo bacteriano o

fangico en ningGn tubo.

§.5.2.- Control de identidad

Permite descartar en la suspension viral, la presencia de vi;us neurotrépicos
distintos del rébico.
- Se prepar6 una dilucibn 10-3 de la suspensibn viral.
- Se tomaron 0,5 ml. de la misma y se mezclaron con 0,5 ml. de suero antirrabico hi-
perinmune sin diluir.
- La mezcla se incub6é durante 90 min. a 37°C.
- Se inocul6 por via IC, en dosis de 0,01 ml. en cada uno de 8 ratones lactantes y
de 0,03 ml. en cada uno de 8 ratones adultos.
- Los animales se observaron durante 30 dfas. Los resultados se consideraron satis=~

factorios al nc observarse sintoma alguno de enfermedad en los mismos.

6.56.3.- Control de infectividad

- ‘Las titulaciones de virus se efectuaron en ratones adultos de entre 14 y 18 grs.

de peso.
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- Se efectuaron 8 diluciones seriadas razébn diez a partir de 13 suspensibn de tejido
original (suspensi6n al 20%) usando como diluyente suero equino al 2%. Ver anexo pun-
to 10.1.

- Las diluciones de virus se mantuvieron en bafio de hielo durante todo el procedi-
miento.

- Grupos de diez ratones por cada dilucién se inocularon con dosis de 0,03 ml. por
via IC.

- Los animales se observaron durante 14 dias, registrandose diariamente los sfntomas

y muertes producidos.

)

El titulo viral se calculd aplicando el método de Reed y Muench.

5.5.4,- Control! de toxicidad

Se inocularon 10 ratones adultos por via IP con 0,5 ml. de cada una de las vacunas

a probar.
- Los animales se observaron durante 7 dfas, las vacunas se consideraron satisfacto-

rias si no se observaban alteraciones, descenso de peso o mortalidad.

5.5.5.- Control de ausencia de virus vivo residual

- Se inocularon grupo de 20 ratones lactantes por via intracerebral con 0,01 ml. de
cada ura de las vacunas a probar.

- Se inocularcn también grupos de 10 ratones adultos por via IC con 0,03 ml. de cada
una de las vacunas a probar.

- Todos los animales se observaron durante 14 dfas, las vacunas se consideraron sa-

tisfactorias al no observarse muertes o sintomas de rabia.

5.5.6.- Control de potencia antigénica: Prueba NIH (104)

Se efectuaron L4 diluciones seriadas razén 5 (1:5 a 1:625) en solucién salina
tamponada pH 7,6 (anexo punto 10.4) de cada una de las vacunas a probar y de una vacu-
antirrsbica de referencia (CPZ lote 19).

- Todas las diluciones se mantuvieron en bafo de hielo.

- Se inocularon 0,5 ml de cada dilucién de vacuna partiendo de la m&s diluida, a 16

- 40 -



ratones, por via |[P.
- Se separ6 un grupo de L0 ratones no vacunados para control del virus de confron-
tacion.

- La inmunizaci6n se repitid una semana m&s tarde.

- Dos semanas después de la primera inﬁﬁnizacién todos los ratones vacunados y 10
animales control fueron cdesafiados por via IC con una dosis de 0,03 ml. de una dilu-
ciér de virus CVS canteniendo tebricamente entre 5y 50 DL50Z, Se usé como diluyente
suero equino al 2% (anexo purto 10.1.). .

- Se prepararon ademds tres diluciones decimales a partir de la de confrontacién, vy
se inocularon por via IC, 10 ratones con cada unc de ellas, comenzando con la dilucibn
mayor.

- Todas las diluciones de virus se mantuvieron en bafo de hielo durante todo el pro-
cedimiento.

- Todos los animales se observarcn durante 1h dias, registrindose diariamente la evo-
lucién de los sfntomas y las muertes producidas.

- Se determiné mediante el método de Reed y Muench, la dilucién de cada vacuna pro-
blema y 1a de la vacuna de referencia que protegié al 50% de los ratPnes vacunados.
Estos valores se denominaron: Dosis efectivas 50% (DESO).

- El valor antigénico (VA) de las vacunas problema (VP) se calcul6 dividierdo la
DESO de cada una de ellas por la DES50 de la vacuna de referencia (VR). Para con-
siderar que las vacunas a probar pasaban satisfactoriamente la prueba, este valor an-
tigénico debi6é ser igual o mayor que el requisito minimo de potencia de la vacuna de
referencia (RMP CPZ/19 = 0,3).

- Se determin6é ademds la dosis de virus de desafi6 utilizada en la prueba mediante el

método de Reed y Muench. Para que la prueba se considerara vdlida, ceexigi6 que la

dosis de desafi6 contuviera entre 5 y 50 DL50%.

5.5.7.- Estandarizacién de la vacuna antirrsbica de referencia (148)

- El control de potencia de la vacuna antirr8bica de referencia CPZ/19 se realiz6

siguiendo la técnica NIH que se describe en el punto 5.5.6, por comparacibn con una )

vécuna de referencia internacional NIH lote 171.
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- El requisito minimo de potencia de 1a vacuna CPZ/19 se calculé por comparaciodn

con el requisito minimo de potencia de la vacuna de referencia internacional, apli-

cando la siguiente f6rmula:

Rentn) * VAN iw)
VA(cpz/19)

Ricpz/19) =
siendo el VA (NIH) por definicién = 1

- El requisito minimo de potencia hallado para la vacuna antirrabica de referencia

CPZ/19 como promedio de 4 titulaciones fue 0,3.

5.6.- Determinacién de anticuerpos

5.6.1.- Técnica de sercneutralizacién (151)

~ Todos los sueros se inactivaron durante 30 minutos a 56°C.

- Los sueros se diluyeron seriadamente (razé6n 5), usando como diluyente SEN 2%
(anexo punto 10.1). Las diluciones iniciales de suero probadas oscilaron entre 1:2,5
y 1:7812,5. |
- Se hizo una dilucién de virus CVS al 20% en SEN 2% tal que contuviera 60 DL 50%
te6ricas.

- Esta diluciébn de virus se distribuyé en volamenes de 0,2 ml. en cada uno de los
tubos que contenfan ya 0,2 ml. de cada diluci6n de suero. De esta manera las dilu-
ciones de suero se elevaron al doble (1:2,5 a 1:5) y las dosis de virus bajaron a la
mitad (60 a 30).

- Se agregaron 0,2 ml. de la dilucién de virus correspondiente a 60 DL50 a un tubo
conteniendo 0,2 ml. de diluyente.

- Se prepararon 3 diluciones decimales a partir de la diluciér inicial de virus y se
agregaron 0,2 ml de las mismas a cada uno de 3 tubos conteniendo 0,2 ml, de diluyente.
- Todos los tubos se agitaron, y se incubaron las mezclas durante 90 minutos a 37°C.
- Finalizada la incubaciébn, los tubos se enfriaron sumergiéndolos en bafio de hielo.
- Se inocularon, por via intracerebral, grupos de 6 ratones de 11 a 14 g. con 0,03

mi. de cada mezcla suero-virus, comenzando por la menor dilucidébn de suero.
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- Se inocularon también grupos de 10 ratones con las & diluciones de virus, comenzan--
do por la mayor.

- Todos los animales se observarcn durante 14 dias registréndose diariamente la evo-
lucién de los sintomas y las muertes producidas.

- Mediante la férmula de Reed y Muench se calculé el titulo del virus control, se
rest6 la dilucién empleada para mezclar con las diluciones de suero; obteniéndose un
logaritmo cuyo antilogaritmo representd las DL50 empleadas en la reaccibn.

- Se calculé mediante la misma férmula, la diluciébn de suero que, al ser mezclada

con el virus, protegié al 50% de los ratones. Ese valor se denomin6é Dosis de Protec-

icion 50% (DP50). E) titulo del suero se expres6 como la inversa de la DP 50.

5.6.2.- Técnica por contrainmunoelectroforesis (152)

El antfgeno requerido én esta técnica se prepar6 a partir de una suspensién al
20% de virus CVS adaptado a cerebro de conejos lactantes por dos pasajes sucesivos en
estos animales (CVS/SRB/2 Suckling Rabbit Brain 2° pasaje). Este virus tuvo un tftu-

lo de 107’8/0,03 ml. IC en ratones adultos.

a) Producci6n de antfigeno

- Se inocularon conejos lactantes con 0,2 ml. de una dilucién de virus conteniendo
1000 DL5C%/0,03 ml. IC en ratones adultos.

- Se cosecharon los cerebros al alcanzar los animales el estado de postracién.

- Se prepar6é una suspensibn de virus al 40% en solucién de sacarosa-glicina pH 7,2
(anexo punto 10.7) y se titulé en ratones adultos.

- La suspensién viral se inactivé mezclando volGmenes iguales de la misma y de beta-

propiolactona diluida 1:1500 en NaCO.H 0,16% (anexo, punto 10.8). Se obtuvo asf una

3
suspensibn al 20% de virus inactivado con beta-propiolactona 1:3000.

- Se incub6 en un hafio de agua a 37°C durante 120 minutos.

- Se mantuvo durante una noche a 4°C.

- Se tomd una muestra para control de ausencia de virus vivo residual, segGn el méto-
do descrito ‘en el punto 5.5.5.

- La suspensién al 20% se centrifugé a 17 000 x g durante 10 minutos.
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- Luego se concentr6 al doble en polietilenglicol PM 20 000 (Carbowax) a fin de ob-
tener una suspensib6n al 40%.
- E! antfgeno se inactivé a 56°C durante 30 minutos.

-~ Se fraccion6 en alfcuotas de 1 ml. en ampollas de 2 ml. de capacidad y se mantuvo

a b4°c.

b) Procedimiento

- Se prepard una suspensién de agarosa (grado para electroforesis) al 0,9% en tampén
veronal 0,05 M, pH 8,2 conteniendo merthiolate 1:10 000 (anexo punto lé:ﬁ).

- Las l8minas usadas fueron de 75 x 50 mm.

- L&minas limpias y desengrasadas se cubrieron con 8 ml. de la suspensién de agarosa,
se dejaron solidificar y luego se dejaron a 4°C durante 10 minutos.

- Se perforaron las cavidades de acuerdo al diagrama que se muestra en la figura 2.

c) Titulacién de antfgeno

-~ El antigeno se diluyé en solucién salina tamponada pH 7,2 (anexo punto 10.10) de la

sigulente forma:

Tubo N° T, T, Ty T, Ts Te LM Tg
Ag (mi) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Salina (ml) 0,3 0,5 0,7 0,9 1,1 1.3 1,5 1,7

- Todos los tubos se incubaron durante 60 minutos a 37°C.

- Se quité 'a agarosa de las cavidades de 6 mm de dos lSminas, y se colocaron las
distintas diluciones de antigero en cada una de ellas.

- Se corrieron electroforéticamente durante 45 minutos apllicando una diferencia de po-
tencial de 8 a 10 voltios entre los extremos de cada l8mina.

- Al cebo de 45 minutos se detuvo la éorrida, y se retiré la agarosa de las cavidades

de 3 mm, las que se llenaron con un suero antirrébico esténdar contenlendo 2 Unidades

Internacionales por mililitro.

- Se sigui6é la corrida durante otros 120 minutos a ta misma diferencia de potencial.
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- La lectura de los resultados se hizo Inmediatamente después con ayuda de luz inci-
dente.

- Se eligi6 la 6ptima dilucion de antfgeno que produjo banda neta y definida entre
ambas cavidades. Esa dilucién se tomé como el tftulo del antfgeno.

- El antfgeno presenté un tftulo de 1:14,

d) Titulaci6n de sueros

- Llos sueros se calentaron durante 30 minutos a 48-50°C.

Las diluclones iniciales de suero se prepararon en soluci6n salima tamponada pH 7,2.

y fueron las siguientes: sin diluir, 1:2,5, 1:5, 1:10, 1:20 y 1:40.

-

Se mezclaron 0,1 ml. de una dilucién 1:7 de antfgeno con 0,1 ml. de cada dilucién
de suero.

= Adem&s se mezclaron en otro tubo 0,1 ml. de la dilucién 1:7 de antigeno con 0,1 mi.
de solucién salina pH 7,2, como control.

-~ De este modo la dilucién final de antfgeno fue 1:14 y las de suero: 1:2, 1:5, 1:10,
1:20, 1:40 y 1:80.

Todas las mezclas se Incubaron durante 60 minutos a 37°C.

Se quité la agarosa de las cavidades de € mm y se colocaron las distintas mezclas
suero-antigeno, asf como el control de antfgeno.

- Las 1&minas se corrieron electroforéticamente durante 45 minutos aplicandounadlfe-
rerncla cde potenclial de 8 a 10 voltios entre sus extremos.

- Se detuvo la corrida y se retiré la agarosa de las cavidades de 3 mm, las que se

1lenaron con un suero antirrsbico estindar conteniendo 2 Ul/ml.

- Se siquié la corrida durante 120 minutos m&s alamisma diferencia de potencial.
- La lectura de los resultados se hlzo inmediatamente después con ayuda de luz

incidente.

- Se eligl6 la Gitima dilucién de suero que no produjo banda neta y definida entre am-

bas cavidades. Esa diluciébn se tom6 como el titulo cdel suero.
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Tabla 2

* .
Control de virulencia - Titulos de virus fijos y calle, realizadecs por via intra-

cerebral e intramuscular, en ratones adultos.

Tipos de virus

Via Ccvs 51 91 1026/80 1426/79
susp. 202 susp. 20% susp.20% susp. 20% susp. 40T susp. 20% susp. 40%
Ic (%) 7,2 7,16 7,0 5,33 5,46 6,4 6,2
I (%%) 3,18 3,16 2,58 2,32 1,6 1,81 2,2

Yok Expresados en 10910'

(*) Dosis 0,03 ml.
(**) Dosis 0,2 ml.

5.7.- Determinacién de Interferén por inhibicién de)l efecto clitopdtico - Micrométodo

El virus VSV Indiana fue obtenido por gentileza de la Licenciada Silvanalevis,
del Instituto Nacional de Estudios sobre Virosis Hemorrdgicas, Pergamino, Pcla. de Bue-
nos Alres.

La 1fnea celular L-F1 de rat6n y el Interfer6n rat6n de referencia internacio-
nal (NIH) fueron gentllimente suministrados por ta Licenciada M6nica Tous, del Departa-
mento de Virologfa del Instituto Nacional de Microbiologla.

a) Produccién de virus VSV

- Se inoculé una monocapa de 48 hs., confluente, de células Vero, con 1 ml. de una
dilucién 10-2 de virus VSV-Indiana (M.0.1. 0,00026).

- La suspensibn viral se dejo adsorber durante 60 minutos a 37°C.

- Se elimin6 el virus no adsorbido, se agregaron 15 ml de medio de mantenimiento (a--
nexo, punto 10.12.y se Incubé a 37°C durante 24 horas.

- Llas células se tripsinaron (anexo, punto 10.15) y luego se centrifugaron a 2500 rpm
durante 15 min. en centrifuga refrigerada.

- El sobrenadante se distribuy6 en alfcuotas de 0,5 ml. y se congel6 a -70°C.

b), Titulacién del "stock' de virus VSV producido. (Micrométodo) K

- Se sembrd una ﬁlaca Falcon de 96 cavidades de fondo plano con una suspensi6n de cé-
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lulas L-F1 conteniendo aproximadamente 200 000 células/ml. en medio de crecimienfo
(anexo, punto 10.11) EIl volumen del in6culo fue de 0,1 ml.

- La placa se sell6 con una lamina autoadhesiva y se incub6 a 37°C durante 24 hs.

- Se retir6 la 13mina, se descart6 el medio por volcado, se lavé con PBS (anexo,
punto 10.13)y se reemplazé por medio de crecimiento fresco. La placa se sellé nueva-
mente y se incub6 otras 24 hs. a 37°C.

- Se descongelé un vial de virus VSV y se efectuaron diluciones razé6n 1 log. del
mismo (desde 10-' & 10-7) en medio de mantenimiento en bafio de hielo.

- Se retir6 1a lamina de la placa, se descart6 el medio por Lolcado y se lavé con
PBS. Este también se descarté y se inocul6 0,1 ml. de cada diluciébn de virus (co-
menzando por la m&s diluida) en cada una de 8 cavidades.

- Ocho cavidades adicionales se inocularon con 0,1 ml. de medio de mantenimiento, a
fin de servir como controles de la monocapa celular.

- Se sell6 la placa y se incubé durante 24 hs. a 37°C, momento en que se efectué la
lectura del efecto citopatico producido.

- El tftulo viral (DICT50%: dosis infectivas cultivo de tejidos 50%) se definié6 como
la inversa de la dilucién que produjo efecto citopstico en el 50% de las cavidades; Yy
se calculé por el método de Spearman-Karber.

= El titulo viral hallado fue 105'0.

c) Titulaci6n de interfer6n por Inhibicién del efecto citopatico en una monocapa ce-

lular (Micrométodo),

- Se sembraron placas Falcon de 96 cavidades de fondo plano con una suspensién de cé-
lulas L-F1 conteniendo aproximadamente 200 000 células/m). en medio de crecimiento.

El volumen del in6bculo por cavidad fue de 0,1 ml.

- Las placas se sellaron con una 1&mina autoadhesiva y se incubaron a 37°C durante

24 hs,

- Se retiraron las l8minas, se descarté el medio por volcado y se lav6 con PBS, el
que luego se descarté.

- Se sembraron 0,1 ml. de medio de crecimiento en todas las cavidades. El interferén

rat6n de referencia internacional (NIH) conteniendo 1200 Ul/ml. se diluyé 20 veces en
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medio de crecimiento, las muestras se diluyeron 5 veces en el mismo medio, y se inocu-
16 en la primera hilera de cavidades 0,1 ml. de las diluciones efectuadas de las mues-
tras a titular y de interfer6n de referer:ia. Todos los sueros se titularon por du-
plicado.

- Se hicieron diluciones seriadas razé6n 2 de todas las muestras a titular y de lapre-
paracién de referencia con pipeta automitica de 100 ul. i

- Se incluyeron los siguientes controles: toxicidad de cada uno de los sueros a titu-
lar, control de la moﬁocapa celular, titulacién de virus, y suero normal de rat6nde ta
cepa CF1.

L Se sellaron las placas y se incubaron durante 24 hs. a 37°C.

- Se quitaron las laminas, se descart6 el medio por volcado, se lavé con PBS, el que
luego se eliminé también por volcado.

- Las cavidades conteniendo muestras a titular se inocularon con 0,1 ml. de una dilu-
ci6n de virus conteniendo aproximadamente 10 DICTSO% (10-").

- Se efectub6 paralelamente, por triplicado, una titulaciéndel virus VSV utilizado ino-
culando en cada cavidad 0,1 ml. de cada una de 6 diluciones razén 1 log. del mismo.

-~ Las cavidades correspondientes a los controles de la monocapa ce{ular y de toxici-
dad del suero se sembraron con 0,1 ml. de medio de mantenimiento.

- Las placas se sellaron y se incubaron otras 24 hs. a 37°C, luego se efectu6 la lec-
tura del efecto citop8tico producido.

- El tftulo de la muestra se defini6 como la inversa de la dilucion-que present6 efec-
to citopatico en el 50% de la monocapa celular.

- El contenido de interfer6n de la muestra se expresé en Ul/ml de acuerdo a la si-

guiente férmula:

_ Tit.(DICT50)M x UI/ml (1FN.Ref.)
Titulo, (Ul/ml) = Tit. (DICTS0) 1FN. Ref.

d) Caracterizaci6n de la actividad interferente -

- Se descongelaron tres alfcuotas conteniendo 0,1 ml. de cada una de las muestras
con probable actividad de interfer6n y se efectuaron los siguientes controles:
1 - Una alfcuota de cada muestra se traté a 56°C durante 1 hora.

2 - Una segunda alfcuota de cada muestra se llevé a pH 2 por agregado de 10 ul de
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CIH 3 N, se dej6 durante una noche a 4°C y luego se llevé a pH 7 por agregado de 10 ul

de NaOH 3N. La tercera alfcuota se dejé una noche a 4°C sin tratar, a fin de servir

como control.
- Todas las muestras tratadas se recongelaron hasta el momento de su titulacién.
- Las muestras que resultaron positivas en células L, se titularon adem&s en células

Vero, a fin de comprobar la especificidad de especie de la actividad interferente.

5.8.- CSlculos estadisticos

-

5.8.1.- F6rmula de Archetti y Horsfall (153)

r=\ rlxrz

tftulo del suero 1 frente a cepa 2

)

M1 © TtTtulo del suero 1 frente a cepa 1
ro= titulo del suero 2 frente a cepa 1
2 tftulo del suero 2 frente a cepa 2

El valor de r representa la diferencia antigénica entre dos cepas de virus cuando ambos
virus y sus antisueros son comparados en pruebas cruzadas. Un valor de r igual a 1 re-

presenta identidad. Cuanto mayor sea r, menos relacionadas antigénicamente estarén las

cepas.

5.8.2.- Correspondencia de tftulos entre CIE y SN

- La ecuaci6n de la recta ajustada se hallé por el método de cuadrados minimos.
- El grado de correspondencia entre los titulos hallados por ambas técnicas se midi6
por medio del coeficiente de correlacién r.

ndx y - (&x) (£y) donde n = N° de determinaciones
\lnfxz - (£x)? ngy?-(gy)?

siendo r =

r =+ 1 indica m8xima correlacibn

r = 0 indica que ro existe correlacién
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.- Virus fijos

6.1.1.- Calidad de las vacunas CRL trivalentes y monovalentes CVS, 51 y 91.

Las vacunas en estudio se prepararon seg@n la metodologfa indicada en el pun-
to 5.4.2. e inmediatamente se controlé su calidad de acuerdo a los métodos descritos
en el punto 5.5.

1.- Los resultados de los controles de esterilidad (previa y final) fueron satisfac-
torios para todos los lotes de vacuna elaborados.
12.- Los resultados de las pruebas de toxicidad y de ausencia de virus vivo residual
fueron satisfactorios para todos los lotes de vacuna elaborados.
3.- Los resultados de los controles de infectividad (tftulos virales antes de la in-
activacion) fueron comparables para los lotes 1 y 2 de cada tipo de vacuna y los va-
lores promedio hallados se muestran en la tabla 3.
.- Los resultados de las pruebas de potencia antigénica fueron comparables para los
lotes 1 y 2 de cada tipo de vacuna y los valores promedio de DE50% y VA hallados se
muestran en la tabla k4.

Tabla 3

Titulos virales promedio determinados en suspensiones vacunales antes de la

inactivaciébn con luz ultravioleta

Tipos de vacuna

Trivalente Cvs S1 91

7,3 7,3 1,7 7,0

5.- Los tftulos virales hallados en las suspensiones inmediatamente antes de la inac-
tivacién son aceptables para todas las vacunas elaboradas, por hallarse por encima
del tftulo minimo aceptado para este tipo de vacunas (6,3) (149).
6.~ La potencia antigénica de las vacunas trivalentes y monovalentes CVS y 51 fge su-
perior al RMP = 0,3 requerido por la vacuna de referencia CPZ/19.

Se considera que para vacunas antirr&bicas inactivadas los tftulos de las sus-
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zznsiones virales previos ala inactivacién, son indicativos de la potencia antigénica
que alcanzard esa vacuna. Sobre esta base, se ha establecido como aceptable para la

vacuna trivalente un tftulo viral superior a 6,3 (149)(150).

Tabla &

Dosis efectivas 50% y valores antigénicos promedio hallados para las vacunas Trivalente Yy

monovalentes CVS, 51 y 91, determinados por la prueba de potencia de NIK

Vacunas DESO% VA

Trivalente 115,25 2,3
cvs 123,15 2,5
51 150,00 3,0
91 3,9 0,08
CcPZ/19 49,00 1,00

Los resultados hallados en los controles de potencia antigénica muestran que tf-
tulos elevados para las suspensiones virales a vigus CYS, 51 y la combinacién de fos tres
virus fijos se corresponden con una potencia antigénica aceptable. Por el contrario, en
el caso de la vacuna a virus 31, a pesar de que los titulos hallados en las suspensiones
virales antes de inactivar fueron elevados, la potencia antigénica fue baja para los cos
lotes de vacuna producidos. Estos resultados confirman los observados por Mendozay col.
(155), quienes determinaron la potencia de vacunas monovalentes a virus 51, 91 y a virus
calle 134 por el método de Habel y encontraron una baja potencia antigénica para la va-
cuna 91, a pesar de que los tltulos virales eran elevados.

Cado que la infectividad del virus 91 hallada en el presente trabajo es te6ri-
camente adecuaca para estimular al sistema inmunitario del huésped, el VA obtenido po-
drfa reflejar tanto una baja inmunogenicidad como una respuesta inmunitaria ineficiente

frente al virus CVS (Virus estadndar de desaffo en la prueba de NIH).



6.1.2.- Pruebas de potencia cruzadas

La capacidad inmunizante de lgs vacunas antirrabicas debe ser controlada po;
pruebas de laboratorio antes de ser utilizadas en el campo.

En 1954, Hottle (156) describié una prueba de potencia cuantitativa que luego
fue estandarizada por los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos y actual-
mentemente se conoce como prueba de potencia de NIH (National lInstitutes of Health). Su
reproducibilidad depende de la cepa de ratones y de la calidad y cantidad de virus de
desaffo utilizadas.

Habel y Wright (157) lograron, después de un cuidadoso estudio de varias cepas
ge virus r&bico, seleccionar una muy estable que denominaron CVS (Challenge Virus
Standard) y que se convirtié en la cepa patrén para el control de potencia de vacunas
antirr&bicas inactivadas.

El factor de variabilidad Introducido por la dosis de virus de desafio y la ce-
pa de ratones, se reduce al minimo mediante la inclusi6n sistemdtica de una vacuna an-
tirrdbica de referencia (156).

Esta experiencia se diseid para comparar la potencia antigénica de las vacunas
trivalente y las monovalentes CVS, 51 y 91 en la prueba de NIH, utilizando como virus
de desaffo las cepas hom6logas y heterb6logas.

Los ratones se inmunizaron e infectaron experimentalmente siguiendo la técnica
descrita en el punto 5.5.6.

La capacidad inmunizante de las vacunas se evalud en términos de DES0% (inversa
de la diluci6én de vacuna que protege al 50% de los ratones vacunados frente a 5-50 de
virus de desaffo) y de valor antigénico (relacién entre DES0% de la vacuna problema Y
DESOZ de la vacuna de referencia). El valor antigénico (VA) de la vacunade referencia
es igual a 1 por definicién. El requisito minimo de potencia (RMP) de la vacuna de re-
ferencia CPZ/19 es igual a 0,3.

Los resultados obtenidos se observan en la tabla 5.

1.- Las DES0% y los VA obtenidos con las vacunas trivalente, CVS, 51 y de referencia
frente-a los virus CVS y 51 fueron elevados, lo que demuestra su buena capacidad inmu-.

nizante. Sin embargo, esto no se observ6 cuando se us6 virus 91 como cepa de desaflo.
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2.- Las DE50% y VA hallados para la vacuna 91 fueron bajos frente a las tres cepas de
desafio ;robadas.
3.- La vacuna de referencia CPZ/19 no protegi6é frente al virus 91,haciendo imposible
el cdlculo de VA para todas las vacunas probadas.

Tabla 5

Resultados de las pruebas de potencia NIH de las vacunas antirr8bicas trivalente, CVS,

5t y 91 frente a las cepas de virus homélogas y heter6logas

Tipos de vacuna -
Tipos de . *
Trivalente Cvs 51 91 CPZ/19

virus

N DES0 VA DES0 VA DESO VA DESO VA DES0 VA
Cvs 43 3,3 30 2,3 112 8,6 2,1 0,16 13 1
51 21 1,0 19 0,95 67 3,35 3,6 0,18 20 1
91 5 (*) < 5 (*) 9." (*) 2'7 (*) < 5 -

* RMP CPZ/19 = 0,3
(*) No calculable

Los resultados obtenidos muestran que la respuesta imnmunitaria inducida en ra-
tones por las vacunas trivalente, éVS.y 51 es eficaz en la proteccié; de animales de-
safiados con las cepas de virus CVS y 51 y poco eficaz en protegerlos del desaffo con
virus 91. Esto podrfa atribuirse a la existencia de diferencias antigénicas entre los
virus vacunales CVS y 51 y el virus 91.

Por otra parte, la respuesta inmunitaria inducida en ratones por la vacuna mo=-
novalente 91 es poco eficaz en la protecci6bn de animales desafiados con cualquierade

los tres virus fijos probados, lo que indicarfa que este antfgeno tiene una capacidad

inmunizante pobre.
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6.1.3.- Pruebas serolé6gicas

6.1.3.1.- Seroneutralizacién simple y contrainmunoelectroforesis

Una de las carascterfsticas de las vacunas antirr&bicas es su capacidad de in-
ducir anticuerpos neutralizantes del virus.

En el afio 1960 se instituyé la primera vacuna antirr&bica de referencia inter-
nacional, cuya potencia y capacidad de inducir anticuerpos neutralizantes se consideran
los valores mfnimos que deben alcanzar todas las vacunas antirr&bicas que se comparen
con ella,

Esta experiencia se disefi6 para comparar los niveles de anticuerpos obtenidos
¢on cada tipo de vacuna CRL estudiada, en relacién con la dosis inmunizante.

Grupos de cinco ratones se inmunizaron con dosis variables de 1a vacuna triva-
lente y de las vacunas monovalentes CVS, 51 y 91, Los animales recibieron dos inocu-
laciones de 0,5 ml. por via intraperitoneal con una semana de intervalo.

Otros grupos de ratones se inmunizaron en las mismas condiciones con una vacuna
antirrdbica de referencia (CPZ/19), con fines comparativos.

Todos los animales se sangraron 14 dias después de la primera inmunizacién y
los sueros fueron separados y titulados en ''pool'.

Los sueros se titularon por seroneutralizacién en ratones segGn la técnica des-
crita en el punto 5.6.1 y por contrainmunoelectroforesis segGn la técnica descrita en
el punto 5.6.2. Los titulos de los sueros obtenidos en la prueba de seroneutraliza-
ciébn se expresan de dos formas:

a) Como la inversa de la dilucién que protege al 50% de los ratones inoculados (DP 50%).
b) En unidades internacionales por ml. Para ello se incluyé en la prueba, un patrén
internacional de suero antirrdbico (NIH R2) conteniendo 2 Ul/ml. La dilucién del mis-
mo que protegié al 50% de los animales inoculados fue 1:712. El c&lculo del tftulode
los sueros problema se hizo de acuerdo a 1a siguiente f6rmula:

. _DP50% (sP)
Ui/ml. mx 2 Ul/ml.

Los resultados obtenidos figuran en 1a tabla 6. <

1.- Los tftulos de anticuerpos encontrados con ambas técnicas fueron m&s elevados en los
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sueros de animales que recibieron dosis de vacuna m&s concentradas,
2.- Los titulos de anticuerpos inducidos por las vacunas trivalente, CVS, 51 y CPZ/19
fueron elevados. Fue posible detectar anticuerpos neutralizantes alGn en animales in-
munizados con la diluci6n 1:125 de las mismas. No se pudo detectar anticuerpos por
CIE en la diluci6n 1:125 de la vacuna CPZ/19.
3.- Los tftulos de anticuerpos alcanzados en animales inmunizados con la vacuna 91 fue-
ron bajos en comparaci6n con los obtenidos en ratones inoculados con las otras vacunas.
Fue posible detectar anticuerpos solamente em los sueros de animales inoculados conva-
cuna pura o diluida 5 veces.
b,- Los tftulos de anticuerpos inducidos por distintas diluciones de la vacuna CPZ/19
fueron m&s bajos que los obtenidos con las vacunas trivalente, CVS y 51 en iguales con-
diciones.

Tabla 6

*
Tftulos de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados condistintas diluciones de cinco
tipos de vacunas antirr&bicas determinados por seroneutralizacién (%)

y contrainmunoelectroforesis (*%)

Tipos de vacunas

Dilucibn
de Trivalente cvs 51 91 CPz2/19
vacuna
SN ClIE SN CIE SN CIE SN ClE SN CIE
0 .
: NE NE N N N N 56 N N
_l.l E E E E (0.16) E E NE
1:§ 2089 4o 2089 20 3125 20 70 5 625 5
(5,9) (5,9) (8,8) (0,2) (1,7
1:25 1741 10 328 5 1409 10 <5 <2 328 2
(4,9) (0,92) (3,9) (0,92)
1:125 4 2 11 2 17 2 <5 <2 6,4 <2
(0,11) (0,03) (0,05) (0,02)
1:625 <5 <2 <5 <2 <5 <2 <5 <2 <5 <2

* Dos inoculaciones de 0,5 ml., via |.P., dfas 0 y 7, sangrfa dfa 14.

(*) Los tftulos se expresan como DP50%: la inversa de la dilucién que protege al 50%
de los ratones inoculados; y como Ul/ml entre paréntesis. s

(**) Los tftulos se expresan como la Gltima dilucién de suero que no produjo banda
neta y definida.

o NE: No estudiado
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Los resultados obtenidos muestran que la respuesta de anticuerpos en ratones
inmunizados con las vacunas antirrabicas en estudio es funcién de la concentracién de
antfgeno viral presente. Estos resultados corroboran los hallados por Crick'y Brown
(158), quienes trabajaron con vacunas inactivadas preparadas en células BHK-21, Nil 2
y con vacuna de cerebro de ratén lactante, como también los de Wiktor y col. con va-
cunas antirr&bicas de referencia (159).

Los tftulos de anticuerpos obtenidos en animales inmunizados.con las vacunas
trivalente, CVS y 51 diluidas 5 veces fueron comparables entre sf; sin embargo, cuan-
do las vacunas se diluyeron 25 y 125 veces los tftulos de anticuerpos inducidos por
la vacuna trivalente fueron mucho mis elevados que los inducidos por las monovalentes.
Si bien no se conocen experiencias previas que comparen el comportamiento de vacunas
monovalentes con el de vacunas conteniendo més de un antfgeno, los resultados obser-
vados ponen en evidencia una mayor eficiencia de la vacuna elaborada con una combina-
cién de las tres cepas de virus.

Se podria especular que la inclusi6ér de las cepas de virus CVS y 51 (buenas in-
ductoras de anticuerpos) en la vacuna, tenga un efecto potenciador de la inmunogenici-
dad de la vacuna combinada. En cambio, resulta m&s diffcll explicar cu8l serfa la
contribucién de la cepa de virus 91 a ese respecto, ya que la vacuna preparada con
esta cepa viral s6lo indujo niveles bajos de anticuerpos cuando se administré pura o
diluida 5 veces.

La vacuna de referencia utilizada en la prueba es comparable por su origen y
estandarizacién con el 2° patr6n internacional de vacuna antirr&bica de la Organiza-
ci6n Mundia)l de la Salud (148)(160). Serfa de esperar pues, que los niveles de antl-
cuerpos neutralizantes inducidos en ratones inmunizados con ella, fueran semejantes a
los inducidos por un patrén internacional; sin embargo, los tituios observados enesta
experiencia cuando se expresan en Ul/ml fueron inferiores a los encontrados por Wiktor
y col. en un estudio de evaluacién de distintas vacunas antirrsbicas de referencia (159).
Cabe destacar que el comportamiento de! Patr6n Internacional de Suero Antirrsbico en
la prueba de seroneutralizacion en ratones, en distintos laboratorios no es totalmen<.

te‘reproducible (161). Asf, algunos autores han encontrado que una unidad internacio-
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nal se halla alrededor de la diluci6én 1:50 (161) y 1:25 (162). En este laboratorio,
se ha observado a lo largo de 250 pruebas realizadas que la unidad internacional del
suero de referencia internaciona! NIH RZ se halla entre las diluciones 1:164 y 1:700.
En esta experiencia se mantuvo este comportamiento ya que la unidad internacional pa-
ra el mismo estuvo en la dilucién 1:356. Por tratarse de una diluci6én muy elevada,
los tftulos en unidades internacionales de los sueros estudiados fueron bajos compa-
rados con los hallados por otros autores que estudiaban la redeesta humoral induci-
da por distintas vacunas (163). Sin olvidar la influencia que tiene el uso de dis~
tiqtas cepas de ratones como sistema indicador en la prueba de serone;tralizacién, Yy
las dosis infectivas de virus utilizadas (162), es altamente probable que las dife-
rencias observadas se deban ma&s a la variabilidad de tftulo que muestra el suero pa-
tré6n entre laboratorios, que a una menor capacidad de las vacunas CRL en estudio, de
inducir anticuerpos neutralizantes en ratones. Esto se refleja en el andlisis de la
tabla 7 donde los tftulos en unidades internacionales calculados sobre la base te6-
rica de la equivalencia 1 Ul = diluci6n 1:%50 fueron comparables con los citados por
otros autores para otros tipos de vacunas (159)(163).

En esta experiencia se evidencié asimismo, 1a eficiencla de la técnica de
contrainmunoelectroforesis en la detecci6bn de anticuerpos en sueros de ratones inmu-
nizados, como ya se hubiera demostrado en sueros de personas vacunadas (I52) e hiper-
inmunes de origen equino (164).

Tabla 7

Titulos reales y te6ricos de anticuerpos en sueros de ratones inmunizados condistintas

diluciones de cuatro tipos de vacunas antirrdbicas, determinados por seroneutralizacién

Diluciones de vacuna/TItulos en Ul/m)

Tipos de 1:5 1.25 - 1:125
vacunas

R (x) T (xx) R T R T
Trivalente 5,9 41,7 4,9 34,8 0,11 0,8
cvs 5,9 41,7 0,92 6,56 0,03 0,22
51 8,8 62,5 3,9 28,2 . 0,05 0,34
91 0,2 1,4 - - - -
(x) 1 Ut = dilucion 1:356 57 {xx) 1 Ul = dllucién 1:50
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De todo lo expuesto se deduce como conclusidén de este capltulo que en lo qde
respecta a la capacidad de inducir anticuerpos neutralizantes en ratones, la vacuna
trivalente es superior a cualquiera de las monovalentes y también a la vacuna de re-

ferencia utilizada.
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6.1.3.2.- Seroneutralizacién cruzada

Tal como se mencionara en el punto 3.4.5 se ha demostrado la existencia de di-
ferencias antigénicas en cepas de virus rébicos de distinto origen. Asf, les anti-
cuerpos inducidos por una determinada cepa, no siempre son capaces de interactuar con
la glicoproteina de otras, de forma de neutralizar @l virus.

Este oxperiencl, se diseRS para estudiar la capeclded #e 'os anticuerpos indu-
cidos por cada tipo de vacuna CRL estudiada, de neutralizar a las tres cepas de virus
rdbico utilizadas en su produccio6n. )

Grupos de cinco ratones se vacunaron con una dilucién 1:5 de la vacuna triva-
‘lente, las vacunas monovalentes CVS y 51. Dos grupos de cinco ratones recibieron ca-
da uno vacuna monovalente 91 sin diluir y diluida cinco veces. Todos los animales
recibieron dos inoculaciones de 0,5 ml. por via |.P. con una semana de intervalo.
Un sexto grupo de cinco ratones fue vacunado con una dilucién 1:5 de vacuna
antirr&bica de referencia (CPZ/19).

Todos los animales se sangraron 14 dfas después de la primera inmunizacién.

Los sueros se titularon por seroneutralizacién en ratones slgulendo la técnica
descrita en el punto 5.5.1. Se usaron como virus de desaflo ademés de la cepa CVS,
la 91 y 51.

Los resultados obtenidos figuran en ia tabla 8.
1.- Los tftulos de anticuerpos neutralizantes inducidos por la vacuna trivalente fren-
te a las cepas 51 y CVS fueron entre 70 y 80 veces mds altos que frente al virus 91.
2.- Los tfitulos obtenidos con la vacuna monovalente CVS frente a las cepas 51 y CVS
fueron entre 220 y 270 veces mas elevados que frente al virus 91.
3.- Los titulos obtenldos con la vacuna monovalente 51 ¥rente a les cepas 51 y CVS
fueron entre 130 y 150 veces m&s elevados que frente al virus 91,
.- Los tftulos promedio inducidos por la vacuna 91 sin diluir y diluida 1:5 fueron 60
a 70 veces mis bajos que los inducidos por las vacunas 51 y CVS respectivamente frente
al virus CVS y entre 50 y 60 veces qés bajos frente a virus 51.
5.- Los tltulos promedio inducidos por la vacuna 91 sin diluir y diluida 1:5 fueron én-

tre 4, 5 y 6 veces mss altos que los inducidos por las vacunas 51 y CVS respectivamente,
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frente al virus 91.

6.- Los tftulos inducidos por la vacuna CVS fueron 1,5 y 2 veces mas altos que los

inducidos por la vacuna trivalente frente a los virus CVS y 51 respectivamente, y a-

proximadamente igual frente al virus 91,

7.- Los titulos inducidos por la vacuna 51 fueron 1,3 y 2 veces m&s altos que los

inducidos por 1a vacuna trivalente frente a los virus CVS y 51 respectivamente y a-

proximadamente fTgual frente al virus 91.

8.- Los anticuerpos inducidos por la vacuna de referencia alcanzaron niveles interme-

dios cuando se los compar6 con los de las vacunas trivalente, CVS y 51 (5 a 14 veces
, menos) y vacuna 91‘(4 y 9 veces mis).

9.- Los titulos de anticuerpos inducidos por la vacuna de referencia frente a las ce-

pas 51 y CVS fueron 60 y 85 veces m&s altos que frente al virus 91,

Tabla 8

Resultados* de las pruecbas de seroneutralizaci6n cruzada obtenidos con sueros

de ratones inmunizados (*) con cinco tipos de vacunas antirr8bicas frente a las cepas
de_virus CVS, 51y91

Sueros anti-vacunas

Tipo de -

virus Trivalente Cvs 51 91 91 cPZ/19

1:5 1:5 1:5 1:1 1:5 1:5

cvs 4672 7124 5947 125 76 935
(13) (20) (16,7) (0,35) (0,21) (2,62)

S 3820 8700 6985 187 103 625
(10,7) (24,4) (19,6) (0,52) 0,29) (1,7

91 56 32 4s 125 279 1"
(0,16) (0,09) (0,12) (0,35) (0,78) (0,03)

* Tltulos expresados en DP50%: inversa de la diluci6én de suero que protege al 50%
de los ratones inoculados; y como Ul/m] entre paréntesis.

(*) Dos inoculaciones, 0,5 ml., via I.P.; sangrta dfa 1k,
Los resultados se analizaron ademds por aplicacién de la férmula de Archettl y
Horsfall (punto 5.8.1). Los valores de r hallados se muestran en la tabla 9. Valores

de r préximos @ 1 son indicativos de identidad antigénica, mientras que valores mayo-°

res que 1, indican falta de identidad.
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Los resultados obtenidos muestran qu; la capacidad neutralizante de los anti-
cuerpos inducidos por las vacunas CRL trivalente, CVS y 51 es distinta cuando reac-
cionan con virus CVS y 51 o con virus 91, Esta diferencia se refleja en los valores
de r hallados, que indicarfan identidad antigénica entre los virus CVS y 51 y falta
de ella entre los virus CVS y 91 como asf también entre 51 y 91. Resultados simila-
res fueron obtenidos por Wiktor y colaboradores,’quienes en un estudio de neutraliza-
cioén con anticuerpos monoclonales observaron similitud antigénica entre los virus CVS
y 51 y diferencias antig@nicas para el virus 91 cuando se lo enfrent6 con antlicuerpos

inducidos por las cepas de virus CVS y ERA (79).

1 Tabla 9

*
Resultados de las pruebas de seroneutralizaci6bn cruzada y sus respectivos valores r (*),

obtenidos con sueros monovalentes anti las cepas de virus CVS, 51 -y 91 .

Suero anti ﬂﬂﬁiﬂﬁ5° (tiéﬂﬂos) r
cvs 51 8700
cvs 7124 0,98
51 cvs 5947
61 6985
cvs 91 32
cvs 7124 21,1
91 cvs 100,5
91 202
51 n b5
51 6985 13,6
91 51 145
91 202

Titulos expresados en DP50%: inversa de la dilucién de suero que protege al 50% de,
los ratones inoculados. *

(*) Calculados con la férmula de Archetti-Horsfall. r = 1 identidad antigénica. r> 1
falta de identidad.
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Por otra parte, los resultados hallados difieren de los obtenidos por Dfaz y
Varela Dfaz, quienes no detectaron diferengias antigénicas entre los virus CVS y 91
por las técnicas de seroneutralizacién y contrainmunoelectroforesis. Sin embargo, ca-
be sehalar que estos autores trabajaron con virus y sueros preparados en otro huésped
(76).

Los anticuerpos inducidos por la vacuna 91 muestran baja capacidad neutrali-
zante cuando reaccionan con cualquiera de los virus probados.

De los resultados hallados en este capitulo se puede concluir que el virus 91

parece diferir antigénicamente del virus standard de desaffo y del 51, los que a su

,vez serfan similares antigénicamente entre sf. Por otra parte, el virus 91 inactiva-

do tiene una baja capacidad de inducir una respuesta de anticuerpos neutrallzantes de:
sf mismo y de los virus heter6logos CVS y 51.
Estos resultados son concordantes y avalan los obtenidos en las pruebas de po-

tencia cruzadas (punto 6.1.2) donde se observaron DES0% bajas para todas las vacunas

frente al virus 91.
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6.1.4.- Cinética de formaci6én de anticuerpos

La rabia es una enfermedad que puede prevenirse por la inmunizacién activa de
las personas después de la exposici6bn al virus. Esto es posible debido a que el virus
permanece cerca o en el sitio de inoculacién durante un perfodo variable de tiempo
(ver puntos 3.2. y 3.5.2). Es requisito indispensable entonces, que las vacunas anti-
rribicas estimulen los mecanismos defensivos del huésped en forma r&pida y eficiente.
La produccién temprana de altos niveles de anticuerpos neutralizantes, que persistan
durante largos perfodos de tiempo, es uno de los pardmetros que reflejan la inmunoge-
nicidad de las vacunas. )

Esta experiencia se disei6 para comparar la respuesta serolégica en ratones in-
'
munizados con las distintas vacunas, por determinacién de niveles de anticuerpos indu-
cidos y su duracién en el tiempo.

Grupos de 20 ratones se inmunizaron con la vacuna trivalente y las vacunas mo-
novalentes CVS, 51 y 91. Los animales recibieron una inoculaci6n de 0,5 ml. por via
I.P. de cada tipo de vacuna sin diluir. Otro grupo de 20 ratones se inmunizé en las
mismas condiciones con la vacuna antirrsbica de referencia (CPZ/19), con fines compa-
rativos.

Grupos de cinco ratones por vacuna, se sangraron a los 7, 14,30 y 70 dfas des-
pués de la vacunacién. Los sueros se recolectaron en ''pool' y se titularon por sero-
neutralizaci6n en ratones segln la técnica descrita en el punto 5.6.1. Los niveles de
anticuerpos alcanzados se titularon adem§s por la técnica de CIE (punto 5.6.2.) a fin
de corroborar con un nGmero hayor de sueros la tendencia de correlacién de tftulos en-
tre ambas técnicas, que se manifestara ep las pruebas de seroneutralizacién simple.

En el gr&fico N° 4 y la tabla 10 se observa que:

1.- E! tftulo méximo de anticuerpos inducido por la vacuna trivalente se produjo 7 dfas
después de la inmunizaciébn. E] valor alcanzado fue superior a los obtenidos con todas
las otras vacunas estudiadas. El tftulo disminuy6 gradualmente durante los 70 dlas de
la experiencia.

2.- Los titulos méximos de anticuerpos inducidos por las vacunas CVS y 51 se alcanza-

ron 14 dlas después de la inmunizacién y fueron menores que el m&ximo inducido por la
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TITULOS ANTICUERPOS: DP 50%

CINETICA DE FORMACION DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES

EN RATONES INMUNIZADOS CON LAS VACUNAS: TRIVALENTE
Y MCNOVALENTES (CVS,51, 91y CPZ/19).

TRIVALENTE
cvs
51
9
CPZ/19

TIEMPO EN DIAS
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trivalente. A partir de ese momento, los titulos alcanzados por ambas va;unas fueron
comparables entre sf y con los inducidos por la vacuna trivalente,

3.- Los anticuerpos inducidos por la vacuna 91 se detectaron a partir del dfa 14 y los
niveles alcanzados fueron considerablemente menores que los obtenidos con todas las de-
m&s vacunas.

L.- E1 tftulo maximo de anticuerpos inducido por la vacuna CPZ/19 se observé a los 7
dias después de la inmunizacién. Los valores alcanzados a lo largo de los 70 dfas de
la experiencia fueron intermedios entre los obtenidos con las vacunas trivalente, CVS,
51 y aquéllos obtenidos con la vacuna 91.

‘ Cuando se estudiaron comparativamente por las técnicas de seroneutralizacién y
contrainmunoelectroforesis los sueros de 1os ratones inmunizados, se obtuvieron curvas
de cinética de formacién de anticuerpos comparables. EIl anslisis estadistico de los
resultados que figuran en la tabla 10, demostré que los.datos individuales se ajusta-
ban a una regresion lineal. Esta tendencia se habfa observado previamente cuando se
analizaron los titulos de anticuerpos de ratones inmunizados en las pruebas serolégi-
cas que se describen en el punto 6.1.3.1. Para estudiar la posible correlacién entre
ambas técnicas se analizaron estadfsticamente el total de datos obtenidos en las ex-
periencias 6.1.3.1. y 6.1.4, Los resultados obtenidos se observan eé el gr&fico N° 5,
que muestra los valores individuales de los tftulos de anticuerpos, la recta ajustada
correspondiente: Y = 1,9 + 0,44 X y el coeficiente de correlacién hallado (r).

La recta permiti6 estimar los tftulos de anticuerpos neutralizantes sobre la
base de los resultados de CIE, obteniéndose las curvas de SN tebricas que se muestran
en el Grafico N° 6. Las mismas se comparan con las halladas por SN y CIE.

La vacuna CRL es altamente eficiente en la induccibébn de una respuesta répida y
de altos tftulos de anticuerpos neutralizantes, como lo demuestran experiencias efec-
tuadas en humanos (105)(106), caninos (166) y bovinos (167)(168). En el modelo expe-
rimental utilizado en este trabajo, se observa que la respuesta médxima inducida por
una Gnica dosis de vacuna trivalente (CRL) se produce a los 7 dfas después de la inmu-
nizacién, con tftulos de anticuerpos superiores (1:2410) a los observados por Baer y
Cleary (5), quienes inmunizando ratones con 1 dosis (0,1 ml.) de vacuna inactivadaela-
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REGRESION LINEAL PARA TiITULOS DE ANTICUERPOS
HALLADOS EN 30 MUESTRAS DE SUERO DE RATONES,
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COMPARACION DE LAS CURVAS DE ANTICUERPOS OBTENIDAS EN BASE
A RESULTADOS DE PRUEBAS DE SERONEUTRALIZACION Y CONTRAINMU-

NOELECTROFORESIS CON LA CURVA DE SERONEUTRALIZACION TEORICA
OBTENIDA A PARTIR DE LA RECTA AJUSTADA Y=1,9+0,44X

Fig.A SUERCS DE RATONES INMUNIZADOS CON VACUNA TRIVALENTE
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Fig.C SUERO DE RATONES INMUNIZADOS CON VACUNA 5t
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Fig. E SUERO DE RATONES INMUNIZADOS CON VACUNA
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borada en células BHK obtuvieron un tftulo de 1:400, 8 dfas después de la inmunizacién
por via intramuscular. Si bien el volumen de la dosis con que trabajaron fue menor,
la vla de inmunizacién utilizada por ellos se considera més eficiente en la inmuniza-
cién antirr&bica (169).

Los niveles de anticuerpos obtenidos 7 dfas después de la inmunizaciébn con va-
cuna trivalente también fueron superiores a los observados por Blancou y col. cuando
inmunizaron ratones con 1 dosis (0,04 ml.) de una vacuna inactivada, preparada en cé-
lulas de rin6n de feto bovino, admnistrada en la almoh?dilla plantal de las patas tra-
seras (170).

Asimismo, la vacuna trivalente mostr6 una mayor eficiencia inmunogénica al com-
pararse su respuesta de anticuerpos 7 dfas después de la inmunizaci6n, con la inducida
por mGltiples dosis devacuna de embrién de pato (DEV)(5) y Semple (138).

La producci6n de anticuerpos por las tres vacunas monovalentes estudiadas fue
méxima 14 dfas después de la inmunizaci6n, mostrando un retraso de 7 dlas respecto del
momento en que la vacuna trivalente indujera el nivel mds elevado de anticuerpos neu-
tralizantes. Los titulos de anticuerpos inducidos en ratones inmunizados con las va-
cunas monovalentes elaboradas con los virus CVS y 51 fueron entre 4 y 5 veces mis ele-
vados que los observados por Blancou y col. (170) y entre 3 y &4 veces mis elevados que .
los hallados por Baer y col. (5), en cambio fueron significativamente inferiores (25
veces) a los inducidos por una vacuna dealta capacidad inmunogénica preparada en cul-
tivo primario de embrién de pollo (171).

Los niveles de anticuerpos observados para todas las vacunas en estudio, de-
clinaron hacia el dfa 30 después de la inmunizaci6én y se mantuvieron pr&cticamente
constantes hasta el final del perfodo de observaci6bn, 70 dfas. Estos resultados di-
fieren de los observados con la vacuna elaborada en células BHK (5), la que indujo y
mantuvo un nivel m&ximo de anticuerpos entre los 8y 35 dfas después de 1a inmunizacién.

Las curvas de cinética de formacidbn de anticuerpos halladas en este tra-
Sajo también difieren de la observada por Blancou y col. (170), quienes trabajando

con una vacuna elaborada en células de rifién de feto bovino encontraron que el méximo,

rivel de anticuerpos se alcanzaba a los 21 dfas, y la declinaci6n de los mismos se pro-

-70_



ducia répidamente hacia el dfa 60. Cabe hacer notar que los titulos de anticuerpos ob-
servados con las vacunas CRL a virus CVS y Sl—y vacuna trivalente 30 dfas después de la
inmunizacién, fueron comparables al tftulo miximo hallado por Baer y Cleary (5) con la
vacuna preparada en células BHK.

Los tftulos de anticuerpos inducidos en ratones inmunizados con la vacuna mono-
valente a virus 91 fueron bajos, 1o que evidencia nuevamente su poca capacidad de in-
ducir una respuesta de anticuerpos neutralizantes.

Las pruebas de Habel y NIH, se han utilizado durante mds de veinte afos para
estimar la potencia antigénica de las vacunas antirrdbicas. Sin embargo, muchos in-
vestigadores, entre ellos Schneider (172) y Crick (158), cuestionan ambos métodos por-
que no miden la antigenicidad primaria de las vacunas ademis de que la via usada para
desafiar a los animales no semeja la infeccibén natural. Como consecuenciade estas ob-
jeciones, se han sugerido métodos alternativos para determinar la potencia de las va-
cunas, entre ellos, la medicion de la respuesta de anticuerpos provocada por inmuniza-
cién primaria de ratones (158). La determinaci6n de anticuerpos en el suerode los
animales inmunizados puede efectuarse mediante la técnica estdndar de seroneutraliza-
ci6n en ratones (151) o por distintas técnicas in vitro cuyos resultados correlacionen
con ella. Cabe citar entre otras: la inhibici6n de campos fluoresc;ntes (RFFIT) (173)
(174), 1a prueba de inhibicién por interferencia (175) y la técnica de inmunodifusion
radial (176). De todas ellas, la RFFIT, es la que mejor reproduce los resultados ob-

tenidos con la técnica in vivo.

Los titulos de anticuerpos en sueros humanos, determinados comparativamente por
las técnicas de CIE y SN; y por CIE y RFFIT han mostrado buena correlacién (152)(165).
Los resultados hallados en la presente experiencia trabajando con sueros de ratones in-
munizados también mostraron correlacién, y posibilitan la aplicaci6n de la técnica de
CIE (econbmica, sencilla y r&pida) para la estimaci6n de potencia de vacunas antirrébi-
cas en base a su capacidad de inducir una respuesta de anticuerpos en ratones. Cabe ha-
cer notar que esta forma de estimar la potencia antigénica de las vacunas se considera
apropiada s6lo a nivel de control interno del laboratorio productor y nunca como un vay
lor -definitivo de la misma; ya que como se sabe, 1a respuesta inmunitaria a la vacuna-
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b ]
ciébn no est§ restringida Gnicamente a la produccibén de anticuerpos, y una prueba de po-
tencia debe involucrar la respuesta de todos los mecanismos inmunolégicos del huésped

inmunizado.

Tabla 10

Cinética de formacién de anticuerpos en ratones inmunizados (*) concinco tipos de va-
cunas antirrébicas, titulados por las técnicas de

seroneutralizacién (**) y contrainmunoelectroforesis (***)

Dfas despues de la inmunizacibn

Sueros 7 N 4 30 70
anti

SN CIE SN CIE SN CIE SN CIE
Trivalente 2410 4o 1400 Lo 266 20 125 10
cvs 125 5 1640 20 118 5 18 10
51 625 4o 1189 Lo 279 10 328 10
91 <2 <2 77 5 13 5 33 2
cP2/19 764 Lo 625 10 97 2 125 5

(*) vacunas sin dlluir, 1 dosis de 0,5 ml., vfa |.P.; sangrfas dfas 7, 1k, 30 y 70.

(**) Trftulos expresados como DP50%: la inversa de la dilucién de suero que protege al
50% de los ratones inoculados.

(***) TIitulos expresados como la Gltima diluci6n de suero que no produjo banda neta y
definida.

-72-



6.1.5.~ Pruebas de inmunidad cruzadas

Las vacunas antirr&bicas deben ser capaces de poner en marcha todos los meca-
nismos de defensa del huésped en el menor tiempo posible. Para evaluar la capacidad
inmunizante se recurre, entre otras, a pruebas de ruptura de la inmunidad. Para ello
se inmunizan animales de experimentacién de modo tal que todos alcancen un estado in-
munitario comparable, que luego pueda ser puesto a prueba mediante la infeccién ex-
perimental con dosis variables de virus. Se puede comparar la capacidad inmunizante
de distintas vacunas en base a la dosis de virus requerida para romper el estado in-
munltario inducido por cada una de ellas.

! Para comparar la capacidad inmunizante de las vacunas en estudio, se disefi6 una
primera experiencia en que se determiné la dilucién de cada tipo de vacuna capaz de pro-
teger a los ratones inmunizados frente a una infeccién experimental con una dosis fija

(10 000 DL50%) de virus CVS. De esta manera se traté de lograr que la capacidad inmu-

Los resultados obtenidos se observan en la tabla 11.
Tabla 11

Méxima dilucién de las vacunas trivalente y monovalentes CVS y 51 que protegi6 a ratones
infectados experimentalmente con 10 000 DL50% de virus €VS (*)

Tipo de vacuna DE50%

Trivalente 1:20

CvsS 1:5
51 1:10

(*) dosis: 0,03 ml., via IC.

E! rango de dilucién requerido oscilé entre 1:5 y 1:20, con excepci6én de la va-
cuna 91 que sin diluir s6lo protegi6 a algunos de los animales vacunados frente a 10000
DL502 de virus CVS.

En base a los resultados obtenidos se diseii®. una segunda experiencia en lacual
se inmunizaron grupos de 90 ratones por cada una de las vacunas en estudio, con lasdi-
luciones determinadas en la experiencia anterior, a fin de estudiar la capacidad innu!,-

nizante de cada una de ellas frente, tanto al virus est&ndar de desaffocomoa los virus

. nizante de las vacunas fuera comparable.

1y91. '
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Los animales recibieron 2 inoculaciones de 0,5 m!. de vacuna por via IP con una
semana de intérvalo. Después de 14 dfas de la primera vacunacién, se separaron en gru-
pos de 10 y cada uno se infecté experimentalmente por vfa IC con 1, 10 6 100 DLI0O de
las cepas de virus CVS, 516 91. Se eligieron DL100% a fin de aumentar el nivel de exi-
gencia de la prueba.

Paralelamente, se infectaron grupos de ratones control no inmunizados, con las
mismas dosis de cada una de las cepas de virus arriba mencionadas.

Todos los animales se observaron durante 14 dfas, registréndose diariamente la
evoluci6n de los sfntomas y muertes producidas.
' EL oritenio adoptado para considenan aceptable fa capacidad inmunogénica de
2as vacunas en estudio fue una montalidad mixima def 20% en Los animales vacunadod.

Los resultados obtenidogrf;guran en los gr&ficos 7 A, 8 A, 9A Yy 10
1.- Las mortalidades observadas en animales inmunizados con la vacuna trivalente diluida
1:20 fueron menores al 20% s6lo cuando se los infecté6 con 1 DL100% de virus CVS y 1 6
10 DL100% de virus 51. Los animales no resultaron protegidos cuando se los infecté con
virus 91 (grafico N° 7 A).
2.- Las mortalidades observadas en animales inmunizados con la vacuna CVS diluida 1:5
fueron menores al 20% s6lo cuando se los infect6 con 1 DL100% de los virus CVS o 51.
Cuando los ratones se infectaron con 100 DL100% de virus CVS o 10 DL100% de virus 51, el
porcentaje de mortalidad observado fue el mdximo aceptable segl(n el criterio de pro-
teccién establecido. Los animales no resultaron protegidos cuando se los infecté6 con
virus 91 (grafico N° 8 A).
3.- Las mortalidades observadas en animales inmunizados con la vacuna 51 diluida 1:10
fueron inferiores al 20% cuando se infectaron con cualquiera de las 3 dosis probadas de
los virys CVS y 51, los animales no resultaron protegidos cuando se los Infecté convi~
rus 91 (gréfico N° 9 A).
4.- Las mortalidades observadas en animales inmunizados con la vacuna 91 fueron infe-
riores al 20% cuando se los infecté con 1 DL100% de virus CVS o 51 y con las 3 dosis
probadas de virus 91 (gr&fico N° 10).
5.- %610 los animales inhunizados con vacuna 91 resultaron protegidos cuando se los in-
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PRUE3A DE 1NMUNIDAD CRUZADA EN RATONES INMUNIZADOS CON LA
VACUNA CRL TRIVALENTE FRENTE A LOS VIRUS FI1JOS CVS,5 YO
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PRUE3A DE INMUNIDAD CRUZADA EN RATONES INMUNIZADOS CON LA
VACUNA CRL MONOVALENTE A VIRUS CVS FRENTE A LOS VIRUS FUOS
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PRUE3A DE INMUNIDAD CRUZADA EN RATONES INMUNIZADOS CON LA
VACUNA CRL MONOVALENTE A VIRUS 51

FRENTE A LOS VIRUS FLOS
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PRUE3A DE INMUNIDAD CRUZADA EN RATONES INMUNIZADOS
CON LA VACUNA CRL MONOVALENTE A VIRUS 91 SIN DI-
LUIR FRENTE A LOS VIRUS FIJOS CVS, 51 Y 91
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fect6 con este virus.
En base a los resultados obtenidos en la experiencia anterior, se decidi6 rea-
lizar un tercer ensayo similar inmunizando a los animales con cada una de las vacunas
’

sin diluir. El objétivo de esta prueba fue determinar la capacidad de cada vacuna per

se, tal como se las usa, de proteger a los ratones de una infecci6n IC con dosis dife-

rentes de los virus homb6logos y heterélogos.

Los resultados figuran en los gr&ficos N°® 7 B, 8 B, 9 B y 10.

1.- Las mortalidades observadas en animales inmunizados con las vacunas trivalente y
monovalentes CVS y 51 pur;;, fueron menores o iguales al 20% cuando se los infect6
con cualquiera de las 3 dosis probadas de los virus CVS y 51. Llos animales no resul-
taron protegidos cuando se los infectd con 10 6 100 DL100% de virus 91 (gr&ficos N°
78,8By9B).

2.- Las mortalidades observadas en animales inmunizados con las vacunas trivalente vy
monovalente CVS sin diluir, fueron menores e iguales al 20% respectivamente, cuando se
los infect6 con 1 DL100% de virus 91 (gr&ficos N° 7 B y 88B).

3.- Las mortalidades observadas en animales inmunizados con la vacuna monovalente 51
sin diluir fueron superiores al 20% cuando se los infecté con cualquiera de las 3 do-
sis de virus 91 probadas (gr&fico N° 9 B). ’

Los resultados obtenidos en esta experiencia con las vacunas trivalente y mono-
valentes CVS y 51 muestran una relacién directa entre concentraci6én de antfgeno en la
vacuna y protecci6n conferida, de modo que una baja concentracién antigénica inducirfa
una respuesta inmunitaria insuficiente para proteger a los animales frente a dosis ma-
sivas aun de los virus hom6logos. Por otra parte, la escasa proteccién alcanzada con
estas mismas vacunas puras frente al virus 91 pone en evidencia que la respuesta inmu-
nitaria inducida por estos antfgenos no es eficiente para proteger a los ratones de la
infeccién con esta cepa de virus. En contraposicién, la vacuna 91 induce una respues-
ta inmunitaria adecuada para proteger a los animales de la infecci6n por el virus hom6-
logo e insuficiente para protegerlos de los Beterblogos.

Un estudio similar realizado por Larghi y col. (177), mostré que cuando se Tnmu—

nizaba a ratones con vacuna CRL (VA = 1,76) diluida 5§ veces o con una vacuna elaborada

.
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con células BHK con virus PV (VA = 3,68) diluida 25 veces, 12 de las 16 cepas estudia-
das producfan mor;alidades superiores al 20% y en consecuencia podlan considerarse co-
mo ''atfpicas'. Cuando los animales se inmunizaban con la misma vacuna CRL sin diluir,
s6lo 2 de estas cepas (DR 19 y virus 91) segufan comporté&ndose como "'atfpicas', mien-
tras que no se detectaba ninguna cepa atipica de las 16 estudiadas en los animales In-
munizados con la vacuna PV-BHK (de mayor valor antigénico) sin diluir.

Si se tienen encuenta los VA de las vacunas utilizadas en ambos estudios, se
observa que los correspondientes a las vacunas utilizadas en el presente trabajo son
intermedios (2,3 - 3,0) entre los hallados por Larghi y col. para las vacunas CRL y
BHK por ellos probadas y los resultados hallados son concordantes.

La vacuna 91 utilizada en esta experiencia, a pesar de tener un VA muy bajo
(0,08), fue efectiva en proteger a los animales de la infecci6én por virus hom6logo.

De lo expuesto, y en base a estudios de diferenciacion de cepas realizados por
otros autores (79), cabe pensar que el virus 91 presenta ciertas diferencias antigé-
nicas de carécter cualitativo y/o cuantitativo respecto de otros virus fijos como son
el CVS y el 51. Sin embargo,.no se conoce bien el significado de estas posibles dife-~
rencias, ya que vacunas de mayor valor antigénico y preparadas en distinto sustrato
como la PV-BHK utilizada por Larghi y col. logran proteger a los ;nimalesde la infec-
ciébn por este virus,

Hayashi y col. (178) realizaron en Brasil una experiencia similar a las ante-
riores, utilizando una vacuna CRL monovalente a virus CVS inactivada con betapropio=-
lactona y diluida 20 veces. Los ratones inmunizados se desafiaroncon 1,106 100 DL100%
de virus CVS o de cada una de 24 cepas de virus rébico aisladas de distintas especies
en distintas regiones de Brasil. En base a los porcentajes de mortalidad observados,
concluyeron que las cepas probadas podfan clasificarse en 5 grupos antigénicamente di-
ferenciados. |

E) disefio experimental utilizado en todos estos trabajos pareceria ser Gtil pa-
ra poner en evidencia diferencias antigénicas sutiles entre distintas cepas de virus
r&bico, hecho que le darfa un significativo valor tebérico. Sin eﬁbargo, no debe olvi-

darse que desde el punto de vista préctico, la importancia de determinar si existen en

- 80 -



la naturaleza cepas atfpicas, radica en la posibilidad de que éstas sean las respon-
sables de los fracasos de vacunaci6bn que se observan ocasionzlmente. A fin de escla-

recer este punto debe estudiarse la capacidad de conferir proteccién de las vacunas

per se, tal como se las administra en el huésped a inmunizar. De acuerdo con este en-

foque cabe preguntar qué comportamiento hubieran mostrado las cepas virales estudia-
das por Hayashi y col. de haber inmunizado a los ratones con esa misma vacuna pero
sin diluir, posiblemente s6lo unas pocas o tal vez ninguna habrfan aparecido como
"atipicas'.

Estos mismos autores observaron adem&s que para algunas cepas la mortalldad
de los animales vacunados disminufa cuando se los Infectaba experimentalmente con do-
sis menos concentradas de virus, como es de esperar, mientras que otras mostraban ma-
yor porcentaje de mortalidad'en dosis intermedias de virus; resultados similares fue-
ron hallados por Habel en pruebas de potencia por rutura de la inmunidad (157). En
este trabajo, también se ha observado este comportamiento aberrante para algunas de
las vacunas frente a clertas cepas de vlrus, por ejemplo en el gr&fico N° 8 A frente

a virus CVS. De acuerdo a la 'interpretacién de Habel y Wright esto podrfa deberse aun

fenémeno de refuerzo producido selectivamente por las dosis de virus mis elevadas (157).
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6.1.6.- Tratamientos postexposicién

La profilaxis de la rabia en el hombre, a diferencia de otras virosis, se rea-
liza después de la presunta exposici6bn al virus. Se considera indispensable que las
vacunas antirr&bicas sean capaces de inducir una sélida respuesta inmunitaria enel me-
nor tiempo posible, a fin de prevenir el acceso del virus al SNC.

Para valorar la capacidad protectora de las vacunas en estudio, se aplicé el

esquema de tratamiento postexposicién en ratones descrito por Bijlenga (179).

6.1.6.1.- Esta experiencia se realiz6 para determinar la dosis de virus fijos (CVS,
51 y 91) cuya infectividad pudiera ser inhibida por las vacunas en estudio.

Se infectaron grupos de 40 ratones con 1, 10 y 100 DL50 de los virus CVS, 51 6
91 con volGmenes de 0,2 ml. por via intramuscular. Después de 24 hs., se dividieron
en grupos de 10 animales cada uno y se inmunizaron por vfa |.P. con 0,5 ml. de cada
una de las vacunas a estudiar.

Por cada tipo de virus se infectaron ademds grupos de 10 ratones con 1, 10 y
100 DL502 de virus, que no fueron posteriormente vacunados.

Los resultados observados muestran que:
a) Una DL50% de virus produjo una baja mortalidad, lo que impidi6 sacar conclusiones
" respecto de la capacidad protectora de las diferentes vacunas. Pudo observarse una
letalidad levemente mayor en vacunados que en animales control, para algunas vacunas
(tabla 12).
b) 10 y 100 DL50% de virus produjeron un 100% de mortalidad tanto en animales contro-

les como en vacunados, lo que impidi6 nuevamente sacar conclusiones.

6.1.6.2.- En base "los resultados presentados en el punto 6.1.6.1. y a la técnica
descrita por Mifune, K. y Yamada, A. (132) se decidi6 repetir el estudio variando el
némero de animales por grupo, la concentraci6én de virus infectante, y el esquemade in-
munizacibén.

Se infectaron grupos de 160 ratones con 2 DL50% (IM) de los virus CVS, 51 6 91
con volimenes de 0,2 ml. por via IM. Inmediatamente después de la infecciébn, se di- .
vid[eron en grupos de 40 animales cada uno que se inmunizaron por vfa IP con 0,5 ml. .

de cada una de las vacunas.a estudiar. La inmunizacion se repiti6 a las 24,6 48,72y
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96 hs. después de la infeccién.

Todos los animales se observaron durante 14 dfas, registrandose diariamente la
evolucién de los sfntomas y las muertes producidas.

Se §ij6 anbitrariamente, como crnitenio de proieceibn minima, una neducedibn

de £a montalidad igual o supenion al 20% nespecto de fa de Lo animiles control.

Ninguna de las vacunas estudiadas alcanz6 el nivel de protecci6n establecido

como minimo (tabla 13).

Tabla 12

Resultados de los tratamientos postexposicién de ratones infectados con 1 DL50 (*)de los

virus CVS, 51 6 91, e inmunizados con una Gnica dosis de vacuna (*%)

Tipos de vacunas Controles

Tipos no

de Trivalente cvs 51 91 * vacunados

i
VITUS T i () g mbxx) it g M M/T 3 M W/T TH M
cvs 17100 10 3/10 30 2/10 10 1/10 10 0
51 0/10 0 2/10 20 3/10 0 0/10 0 20
91 3/10 30 2/10 20 3/10 30 5/10 50 20
(*) via IM, 0,2 ml. (x) Muertos sobre total
(**) 24 hs. postinfecci6n, 0,5 ml. via IP, (xx) Porcentaje de mortalidad

Tabla 13

Resultados de los tratamientos postexposicién de ratones infectados con 2 DL50 (*) de los

virus CVS, 51 6 91, e inmunizados con cinco dosis de vacuna (*%)

Tipos de vacunas Controles

Tipos no

de Trivalente cvsS 51 91 vacunados

s .

VIR T 00 & M(xk) WT T M WT TR

Cvs 23/40 57,5 27/39 69,3  25/40 62,5 20/39 51,3 66,7

51 32/40 80 31/39 79,5 35/40 87,5  33/40 82,5 85

91 34738 89,5 38/L40 95 33/39 84,6 36/L40 90 87,5

(%) via IM, 0,2 ml. (x) Muertos sobre total :
(%*) 0, 24, 48,72y 96 hs. postinfeccién (xx) Porcentaje de mortalidad



Los resultados observados muestran que las vacunas en estudio no son capaces
de proteger a los ratones inmunizados con una o cinco dosis de las mismas después de
una infeccidn por los virus fijos CVS, 51 6 91. Estos resultados no son sorprenden-
tes, si se tiene en cuenta que los virus fijos presentan perfodos de incubacibn muy
cortos (entre 5y 6 dfas), lo que impide que transcurra el tiempo suficiente para que
las vacunas induzcan una s6lida respuesta inmunitaria.

Los datos bibliograficos muestran que los estudios de tratamientos postexposi-
ci6n, se realizan en distintos modelos animales, con diferentes tipos de vacuna y es-
quemas de vacunacibn, pero en todos ellos, se trabaja invariablemente con virus calle.
,Esto obedece por un lado, a la necesidad de tratar de reproducir fielmente las con-
diciones naturales de una infeccibn por virus rabico, pero adem&s, probablemente se
deba a 1a imposibilidad de comprobar la capacidad protectora de una dada vacana des<~
poés de una.éxposicibébncpor virus fijos.

Los resultados hallados en esta experiencia, sugieren la necesidad de estudiar

la capacidad de proteccién de las vacunas CRL trivalente y monovalentes CVS, 51 y 91

en tratamientos postexposicibébn con virus calle.
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6.2.- Virus calle

Hasta el momento, e; este trabajo se ha estudiado mediante diversas experiencias,
la capacidad de las vacunas CRL trivalente y monovalentes CVS, 51 y él de inducir una
respuesta adecuada de anticuerpos y de estimular una respuesta inmunitaria eficiente
para proteger ratones vacunados antes o después de una infeccibn con las cepas de virus r&-
bicos fijos que las componen.

Por otra parte, debe tenerse en cuenta que la infeccién natural se produce habi-
tualmente por mordedura de un animal rabioso. Este introduce una cepa de virus rébico
de la calle, por via periférica, en un huésped que serd& vacunado después de la exposi-
cién.

Como se ha visto en el punto 6.1.6, las vacunas en estudio no lograron ﬁroteger
ratones previamente infectados con virus fijos, posiblemente debido a 1a patogenia de
los mismos. Los virus calle presentan una patogenia diferente (puntos 3.2 y 3.3) y po-
drfan ademas diferir antigénicamente de los fijos. Por ello, resulté de interés inves-
tigar la eficacia del estado inmunitario inducido por las vacunas CRL enestudio, frente
a virus calle. Para ello, se seleccionaron dos cepas de virus que fueran aisladas de
dos de los huéspedes mds importantes en los ciclos de rabia doméstica en nuestro pafs:
rabia canina y bovina (ver punto 5.2.2.) y se recurrié a las mismas'pruebas que se uti-
lizaran en el estudio precedente con virus fijos.

Los detalles del disefio experimental se describen en la seccién respectiva del

punto 6.1.

6.2.1.- Pruebas de potencia cruzadas

Esta experiencia se realiz6 para comprobar si el estado inmunitario en ratones
inmunizados con las vacunas trivalente o monovalentes CVS, 51 6 91, era capaz de prote-
gerlos frente a una infeccibn letal, por via IC, con los virus calle 1026/80y 1426/79
(ver punto 5.2.2.).

Los animales se inmunizaron e infectaron experimentalmente siguiendo la técnica
de NIH descrita en el punto 5.5.6.

Los resultados obtenidos se observan en la tabla 14.
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Tabla 14

Resultados de las pruebas de potencia de NIH de las vacunas antirr&bicas trivalente,

CVS, 51y 91 frente a dos cepas de virus calle: 1026/80 y 1426/79

Tipos de vacunas

Tipo -
de Trivalente cvs 51 91 cpz/19(x)
virus DESO VA  DESO VA  DES0 VA  DES0 VA  DESO VA
1026/80 65,4 2,0 80,6 2,4 50,3 1,5 W,b 1,2 334 1,0

1426/79 -~ 155,0 8,0 96,6 5,0 103,7 5,4 47,6 2,5 19,3 1,0

,(x) RMP CPZ/19 = 0,3

1.- Las DE50% obteniaas para todas las vacunas estudiadas, fueron elevadas (19,3-155),
los VA hallados fueron en todos los casos sUpériores al RMP = 0,3.

2.- Las DE50% y los VA hallados fueron mss elevados cuando se desafi6é conel virus 1426/79
que cuando se lo hizo con el 1026/80, para todas las vacunas exceptuando la de re-
ferencia.

3.~ Las DE50% halladas para la vacuna CPZ/19 frente a los dos virus calle probados fue-

ron menores que las halladas para cualquiera de las vacunas en estudio.

6.2.2.- Pruebas serol6gicas

6.2.2.1.- Pruebas de seroneutralizaciédn cruzadas

Esta experiencia se realiz6é para estudiar la capacidad de los anticuerpos indu~
cidos por cada tipo de vacuna CRL estudiada, de neutralizar a los virus calle 1026/80
y 1426/79 (ver punto 5.2.2.).

Los ratones se inmunizaron y se sangraron de acuerdo al esquema descrito en el
punto 6.1.4, Los sueros se titularon por seroneutralizacién en ratones siguiendo la téc-
nica descrita en el punto 5.6.1. Los animales se observaron durante un mes, registran-
dose diariamente la evoluci6én de los sintomas y las muertes producidas.

Los’ resultados obtenidos figuran en la tabla 15.
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Tabla 15

Resultados (*) de las pruebas de seroneutralizacién

cruzadas obtenidas con sueros (**) anti CVS, 51, 91 y CPZ/19

1

Tipos de vacunas

Tipos de

virus Trivalente cvs 51 91 cP2/19
1026/80 30 25 17 66 5
1426/79 125 125 69 106 17

-~

(*) Expresados como tftulos: inversa de la dilucién que protege al 503 de los ratones

inoculados.

(**) Una inoculacién de 0,5 mi., via IP. Sangrfas: trivalente y CPZ/19, dfa 7; CVS,
51 y 91, dfa 14.

1.- Todos los sueros estudiados fueron capaces de neutralizar 2:1os dos virus calle, §iendo
mayores los titulos alcanzados frente al virus 1426/79.

2.- Los sueros correspondientes a la vacuna trivalente y monovalentes CVS y 51 alcan-
zaron tftulos comparables frente al virus 1026/80.

3.~ El suero correspondiente a la vacuna 91 alcanzd el mayor titulo frente al virus
1026/80.

L.- Los sueros obtenidos por inmunizacién con las vacunas trivalente y monovalente.

CVS, alcanzaron los mayores tftulos neutralizantes frente al virus 1426/79.

5.- El suero obtenido por inmunizacién con vacuna 91 mostré una capacidad neutralizante
comparable y en algunos casos mejor que los otros sueros frente a ambos virus.

6.~ El suero obtenido por inmunizacién con la vacuna de referencia CPZ/19 mostré poca

capacidad neutralizante frente a los dos virus calle estudiados.

6.2.3.- Pruebas de inmunidad cruzadas

Esta experiencia se realiz6 para estudiar la capacidad de las vacunas CRL en es-
tudio de conferir inmunidad frente a una infecci6n letal, por vfa IC, con los virus ca-
lle 1026/80 y 1426/79 (ver punto 5.2.2.).

Los detalles del disefo experimental se deécriben en el punto 6.1.5.

“r
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PRUE3A DE INMUNIDAD CRUZADA EN RATONES INMUNIZADOS CON LA
VACUNA CRL TRIVALENTE FRENTE A LOS VIRUS CALLE 1026780 Y

142G/79
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PRUE3A DE INMUNIDAD CRUZADA EN RATONES INMUNIZADOS CON LA

VACUNA CRL MONOVALENTE A VIRUS CVS FRENTE A LOS VIRUS CALLE
1026/80 Y 1426/ 79
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PRUE3A DE INMUNIDAD CRUZADA EN RATONES INMUNIZADOS CON LA

VACUNA CRL MONOVALENTE A VIRUS 51 FRENTE A LOS VIRUS CALLE
1026/80 Y 1426779
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PRUE3A DE INMUNIDAD CRUZADA EN RATCNES INMUNIZADOS

CON LA VACUNA CRL MONOVALENTE A VIRUS 91 SIN DI-
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EL cnitenio adoptado para consideran aceptable fa capacidad inmunogénica de
Las vacunas en estudio fue una montalidad mdxima del 20% en L0s animafes vacunados.

Los resultados obtenidos figuran en los gr&ficos 11, 12, 13 y 14,
1.- Las mortalidades observadas en animales inmunizados con la vacuna trivalente di-
luida 20 veces fueron inferiores al 20% s6lo cuando se los infectdé con 100 DL100% del
virus 1026/80. Cuando los ratones se infectaron con 1 DL100% del mismo virus, el por-
centaje de mortalidad observado fue el méximo aceptable de acuerdo al criterio de pro-
teccién establecido. No se observé proteccién frente al virus 1426/79 (grafico N° 11 A).
2.- Las mortalidades observadasénanimales inmunizados con la vacuna CVS diluida 5 ve--
ces fueron iguales o menores al 20% cuando se infectaron con 1, 10 6 100 DL100% del vi-
rus 1026/80. No se observé proteccién frente al virus 1426/79 (grafico N° 12 A).
3.- Las mortalidades observadas en animales inmunizados con la vacuna 51 diluida 10 veces
fueron menores al 20% s6lo cuando los ratones se infectaron con 100 DL100% de los virus

1026/80 y 1426/79 (gr&fico N° 13 A).

4.- Las mortalidades observadas en animales inmunizados con la vacuna 91 sin diluir
fueron menores al 20% cuando se infectaron con cualquiera de las 3 dosis probadas de
virus 1026/80. No se observé proteccién frente al virus 1426/79 (gr&fico N° 14).

5.- No se observ6 mortalidad alguna en animales inmunizados con las vacunas trivalente

y monovalente CVS sin diluir, cuando se los infecté con cualquiera de las 3 dosis de

los dos virus calle probados (graficos Nos. 11 y 12 B).

6.- Las mortalidades observadas en animales inmunizados con la vacuna monovalente 51
sin diluir, fueron inferiores al 20% cuando se los infect6 con cualquiera de las 3 do-

sis de los dos virus calle probados (grafico N° 13 B).

6.2.4.- Tratamientos postexposicion

Esta experiencia se realiz6é para investigar la capacidad de las vacunas CRL en
estudio de proteger a los ratones después de una infecciébn por via periférica con las

cepas de virus rébico de la calle 1026/80 y 1426/79 (ver punto 5.2.2.).

Los ratones se infectaron-y vacunaron siguiendo el esquema descrito en el punto

6.1.6. Todos los animales se observaron durante un mes, registrandose diariamente la

evolucién de los sfntomas’'y las muertes producidas.
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Los resultados obtenidos figuran en las tablas 16 y 17.

Tabla 16

Resultados de los tratamientos postexposicién de ratones infectados con 2 DL50 (*) de

los virus 1026/80 y 1426/79, e inmunizados con una dosis de vacuna (**)©

Tipos de vacunas Controles
. no
Tzzfs Trivalente cvs 51 9 CPZ/19 vacunados
virus mT ) gu)w/r g WT ZMOMT O TM OMT ITMOIM

1026/80 9/20 45 7/20 35 10/77 59 11/20 55 5/20 25 55
1426/79 6/20 30 12/20 60 10/20 50 12/20 60 15/20 75 55

(x) via IM, 0,2 m}. (x) Muertos sobre total,
(**) via 1P, 0,5 ml., hora O. (xx) Porcentaje de mortalidad.

o Criterio de proteccibén: reducci6n de la mortalidad igual o superior al 20% res-
pecto de la de los animales testigos no vacunados.

Tabla 17

Resultados de los tratamientos postexposicién de ratones infectados con 2 DL50 (*) de

los virus 1026/80 y 1426/79, e inmunizados con 5 dosis de vacuna (*%)o0

Tipos de vacunas Controles
Tipos no
de Trivalente cvs 51 91 CPZ/19 vacunados

virus
wT D gnOdwr  sm wT ¥ WT TM O OWT TM %N

1026/80 0/20 0 k720 20 5/20 25 8/20 Lo 5/20 25 55

1426/79 L/20 20 7/20 35 5/19 26 13/20 65 12/20 60 55

(%) via IM, 0,2 ml. (x) Muertos sobre total.
(%*) via IP, 0,5 ml., horas 0, 24, L8, 72y 96. (xx) Porcentaje de mortalidad.

o Criterio de proteccién: reduccion de la mortalidad igual o superior al 203 res-
pecto de la de los animales- testigos no vacunados. '
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1.- Cuando el tratamiento consisti6 en una Gnica dosis de vacuna dada inmediatamente -
después de la infeccibén, se observé que:
a) las vacunas monovalentes CVS y CPZ/19 fueron las Gnicas dos que confirieron protec-
cion frente al virus 1026/80.
b) sé6lo la vacuna trivalente confiri6 proteccién frente al virus 1426/79.
2.- Cuando el tratamiento consisti6 en 5 dosis de vacuna dadas a las horas 0, 24, 48,
72 y 96 después de la infecci6n, se observd que:
a) todas las vacunas excepto la monovalente 91, fueron capaces de proteger a los ani-
males frente al virus 1026/80.

‘b) la vacuna trivalente y las monovalentes CVS y 51 confirieron proteccién frente al
virus 1426/79.

Estos resultados fueron confirmados mediante la repeticiéon de la experiencia,

infectando el doble de animales por grupo y traténdolos seglGn el esquema de 5 dosis

de vacuna. En esta oportunidad no se incluyé la vacuna de referencia.
Los resultados obtenidos figuran en la tabla 18.

Tabla 18

Confirmaci6n de resultados de los tratamientos postexposicién de ‘ratones infectados

con 2 DL 50 (*) de los virus 1026/80y 1426/79, e inmunizados con 5 dosis de vacuna (**) 0

Tipos de vacunas Controles
Tipos no
Je Trivalente cvs 51 N vacunados
virus M/T(x)ZTM (xx) M/T M M/T I M M/T T M M2
1026/80 7/60 17,5 9/h40 22,5 10/40 25 16/40 4o 55
1426/79 8/40 20 6/40 15 9/36 25 15/40 37,5 50
(*) via IM, 0,2 m). (x) Muertos sobre total
(#*) via 1P, 0,5 ml., horas O, 24, 48, 72 y 96. (xx) Porcentaje de mortalidad

o Criterio de protecci6n: reducci6én de la mortalidad igual o superior al 20% respecto
de la de los animales testigos no vacunados.

De acuerdo.a los objetivos con que se incluyeron los estudios de comportamiento

de las vacunas frente a virus calle, se discuten de manera global los resultados obte-
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nidos y los mismos se resumen en la tabla 19.

Los tftulos de anticuerpos neutralizantes alcanzados por 1as vacunas trivalente,
CVS, 51 y CPZ/19 (punto 6.2.2.) fueron bajos frentea ambos virus calle, si se comparan
con los alcanzados frente a los virus fijos (punto 6.1.3.2.). La vacuna 91, en cambio,
indujo anticuerpos con una capacidad similar para neutralizar tanto a los dos virusca-
Ile como a los fijos. A pesar de los bajos tftulos de anticuerpos neutralizantes ob-
tenidos, las DE50% alcanzadas en las pruebas de NIH (punto 6.2.1.) por las vacunas
trivalente, CVS, 51 y CPZ/19 fueron comparables a las obtenidas en pruebas similares
frente a virus fijos (punto 6.1.2.), y las alcanzadas con la vacuna 91 fueron mis ele-
vadas que las obtenidas con virus fijos. Estos resultados indicarfan la importancia
de otros mecanismos, diferentes de los anticuerpos, involucrados en la proteccibn en
este tipo de modelo experimental, tales como interfer6n (135)(180) o inmunidad celular
(143) (144) (145), sin descartar posibles diferencias en la patogenia de los virus fijos
y calle estudiados.

Si se comparan los resultados de las pruebas de inmunidad y de potencia cruza-
das (puntos 6.2.1. y 6.2.3.), 1lama la atencibn que a pesar de que en pruebas de NIH
se obtuvieron DE50% elevadas y VA aceptables frente a los dos virus calle; las vacu-
nas trivalente, CVS y 51 diluidas no siempre profegieron a los raténes del desaffo IC
con mayor nGmero de dosis letales como las usadas en las pruebas de inmunidad cruza-
das; los que en cambio resultaron protegidos cuando se inmunizaron con estas mismas
vacunas sin diluir. Estos resultados muestran por una parte, la relacibén que existe
entre la dosis de desaffo y la protecciébn conferida y por otra, confirman la necesidad
de respetar la recomendaci6n del Comité de Expertos en Rabia de la Organizacién Myn-
dial de la Salud (99) que dice que las vacunas no deben ser diluidas por alto que sea
su VA,

El hecho de que la vacuna 91 sin diluir no protegiera en pruebas de inmunidad
cruzadas a los ratones desafiados con virus 1426/79 a pesar de su alto VA frente al
mismo, puede atribuirse también a la gran diferencia en el nOme;o de dosis letales ad-
ministradas enuno y otro tipo de prueba. ) .

El comportamiento de la vacuna trivalente diluida y sin dildir frente a los vi-:
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Tabla 19

Resumen de los resultados obtenidos en las pruebas de potencia e inmunidad cruzadas
y niveles de anticuerpos neutralizantes alcanzados con las vacunas trivalente y mono-

valentes CVS, 51, 91 y CPZ/19 frente a los virus calle 1026/80 y 1426/79

Tipo de prueba

Tipo Tipo
de de NIH pic 1]
virus vacuna SN
DES50 VA D 2} s/p 3]
Trivalente 65,4 2,0 30 pp 4] p 5]
cvs 80,6 2,4 25 P P
1026/80 51 50,3 1,5 17 PP P
91 41,4 1,2 66 - P
cP2/19 33,4 1,0 5 - -
Trivalente 155,0 8,0 125 PP P
Cvs 96,6 5,0 125 PP P
1426/79 51 103,7 5,4 69 PP L
9 47,6 2,5 106 ‘- NP 6]
cPz/19 19,3 1,0 17 - =
1] Pruebas de inmunidad cruzadas 5] Protegidos
2] Diluida 6] No protegidos
3] Sin diluir
L] Protecciébn parcial - No estudiado

rus calle 1026/80 y 1426/79 en pruebas de inmunidad cruzadas, es concordante con el
csservado por Larghi y col. (177) con una vacuna CRL experimental en unestudio similar.
Cabe destacar adem&s, que las mortalidades observadas en las pruebas de inmunidad
cruzadas para los distintos tipos de vacuna probados, no siempre siguieronuna relacién
lineal con respecto a la concentraciébn de virus usada en el desaffo, como ya fuera ob;
servado por otros autores (157)(178)(181). Este hecho es explicable si se considera

Ggue la dosis de desaffo es una de las variables importantes en los mecanismos de inter-

accion virus-huésped y uno de los factores determinantes de 1a respuesta desencadenada.
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El tratamiento postexposicion (punto 6.2.4.) con una dosis de vacuna trivalente
y de las vacunas monovalentes CVS y CPZ/19 confiri6é proteccién a los animales infecta-
dos con los virus 1426/79 y 1026/80 respectivamente. Estos resultados contrastan con
los hallados por Harmon y Janis (139) quienes inmunizaron ratones 3 horas después de
una infeccién por virus calle con una Gnica dosis IM de la vacuna elaborada en célu-
las diploides humanas (HDCS) y no obtuvieron reducci6on de la mortalidad respecto de
los animales control infectados no vacunados.

Baer y Yager (131) utilizaron una dosis de una vacuna de células diploides y

otra elaborada en células BHK para inmunizar ratones 24 horas después de la exposicién

1

con virus calle y observaron protecciébn s6locon la segunda. Atribuyeron estos resul-
tados a la capacidad de la vacuna BHK de inducir una respuesta de interfer6n. En una
experiencia similar Wiktor y col. (136) utilizando hamsters, también correlacionaron
la inducci6n de interfer6n con la capacidad protectora de las vacunas utilizadas.

E! tratamiento postexposiciébn con cinco dosis de las vacunas trivalente y mono-
valentes CVS y 51 confiri6 protecciébn frente a ambos virus calle, mientras que no su-
cedi6 lo mismo con la vacuna 91. Estos resultados difieren de los hallados por Harmon
y Janis (139) quienes trabajando con ratones inmunizados con 2 dosis de una vacuna an-
tirr8bica a subunidades o 7 dosis de vacuna de embri6én de pato, no observaron reduccién
significativa de la mortalidad respecto de los aniﬁales testigo.

Mifune y Yamada (132) en cambio, observaron una significativa reduccion de la
mortalidad (81%) cuando inmunizaron ratones con 5 dosis de una vacuna elaborada en cé-
lulas de embri6én de pollo después de una infecci6bn M con virus calle. Esa reduccién
de la mortalidad fue superior a las observadas para todas ]as vacunas CRL en estudio
aplicadas siguiendo el mismo esquema de inmunizacién.

En este trabajo se observé una capacidad diferente de las vacunas trivalente,
CVS y 51 respecto de la 91 para proteger a los animales después de una infeccién por los
virus calle estudiados.

Dado que numerosos trabajos de proteccién postexposicién realizados por otros
autores, parecen indicar que existe una relaFibn directa entre la proteccién conferid;

por una vacuna después de una exposiciébn a un virus calle y su capacidad de inducir in-
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terferén, resulta de interés estudiar la capacidad que muestra cada una de las vacunas
a prueba de inducir una respuesta de interferén.

Asimismo cabe destacar, que si bien se obtuvo una moderada proteccibén con una
sola dosis de las vacunas CVS y CPZ/19, sb6lo el esquema de mGltiples dosis fue signi-
ficativamente efectivo en conferir prot?ccién a los ratones infectados con los virus
1026/80 y 1426/79. Estos resultados confirman nuevamente la necesidad de administrar
mGlitiples dosis de vacuna de tejido nervioso para asequrar la proteccibn después de

una exposiciébn a virus calle.

_____
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6.3.- Capacidad de inducci6n de interferén

Dado que numerosos autores han relacionado la capacidad de las vacunas antirrd-

. bicas de proteger animales de experimentacidédn después de una infeccién por virus calle

con su capacidad de inducir interfer6n (140)(182) (154), esta experiencia se realiz6
para investigar la capacidad de las vacunas CRL en estudio de inducir interferénen ra-
tones.

Grupos de 20 ratones fueron inmunizados por via intraperitoneal con una dosis
de 0,5 ml. de las vacynas CRL trivalente y monovalentes CVS, 51 y 91. Los animales
se sangraron en grupos de a 5 por cada tipo de vacuna a las 4, 8, 12 y 24 horas des-
\pués de la inmunizaci6bn. Paralelamente, se inoculé un grupo de 28 ratones por via EV
con 0,1 ml. de un inductor inespecifico de interferén: el &cido poliriboinosInico-
poliribocitidflico de doble cadena (poly 1:C). Se trabaj6 con una concentracién de
20 ug/ml de poly |:C, después de determinarse que era la méxima que no resultaba t6-
xica para los animales. Los ratones se sangraron en grupos dei7 a3 las 4,8,12 y 24 hs,
después de la induccién. Se sangraron ademis 10 ratones del mismo lote sim inmuni-
zar. Se separaron los sueros, se fraccionaron en alfcuotas de 0,1 ml. y se congelaron
a -70°C hasta el momento de su titulacién.

A fin de caracterizar la naturaleza de la probable actividad-interferente, se
descongelaron tres alfcuotas de cada una de las muestras (sangrfas de 8 y 12 hs.) y se
efectuaron los siguientes controles:

a) estabilidad a 56°C durante 1 hora.

b) estabilidad a pH 2.

c) titulaciébn en c&lulas Vero, para comprobar especificidad de especie de la actividad
interferente.

Todas las muestras se titularon segin el método descrito en el punto 5.7. Los
resultados obtenidos en los sueros de animales inducidos con poly 1:C se muestran en la
tabla 20. Los sueros de ratones inducidos con poly 1:C no mostraron actividad inter-
ferente alguna cuando se titularon en células Vero.

El titulo del interfer6n ratén de referencia internacional conteniendo 1200 Ul /mpl.

fue 640. )
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- Tabla 20

Resultados (*) de las pruebas de produccioén de interfer6n en ratones inducidos con

Scido poliriboinosinico-poliribocitidflico (**)

Tiempo en horas

Suer
neros L 8 12 24

poly 1:C 320 640 320 160
(sin tratar) (600) (1200) (600) (300)
poly I:C --- 320 160 ---
(pH 2) (600) (300)

poly 1:C --- 640 320 -—-
(4°¢) (1200) (600)

poly 1:C --- 160 160 ---
(56°cC) (300) (300)

(*) Los titulos se expresan como: inversa de la dilucién que produjo efecto citopati-
co en el 50% de la monocapa celular, y entre paréntesis en unidades Iinternacio-

nales.

(*%*) dosis de 0,1 ml. (20 ug/ml.), via EV.

Los titulos obtenidos en los sueros de animales inducidos con las distintas va-
cunas en estudio, no se fabularon, ya que en todos los casos fueron inferiores a 10,
limite de sensibilidad del método utilizado.

Los resultados de esta experiencia muestran que los ratones utilizados (cepa CF1)
producen buenos niveles de interfer6n cuando son inoculados con poly |:C e indican en
consecuencia que las vacunas CRL en estudio no son buenos inductores del mismo cuando
se usa el ratébn como modelo experimental, al menos en la dosis y via utilizadas.

Estas observaciones est&n de acuerdo con las efectuadas por Turner (138), quien
no observé respuesta de interfer6n en suero de ratones inmunizados 2 y 24 hs. antes,
por via IP, con 0,5 ml. de vacunas Semple, Fermi, de embri6n de pato o HDCS. .

Los resultados obtenidos en el presente trabajo también son concordantes con los

hallados por Moreno y col . (141) quienes no detectaron interfer6n en el suero de ratones
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inmunizados por via IM con 0,1 ml. de vacuna CRL (Fuenzalida-Palacios) inactivada con
betapropiolactona o HDCS; y se oponen en cambio, a los obtenidos por Nozaki y Atanasiu
(137) quienes detectaron titulos m&ximos de 400 Ul/ml. de interferbn en el suero de
ratones inmunizados 8 horas antes por vfa IP con 0,5 ml. de vacuna CRL a virus PV o de
una vacuna de cultivo celular.

Los mecanismos involucrados en la proteccidn conferida por la vacunacién después
de una infeccion letal por virus calle aGn no estédn aclarados. Mientras alqunos auto-
res atribuyen un papel fundamental al interfer6n, otros sugieren que mucho mis impor-~
tante es una respuesta eficaz de inmunidad celular, y que el interfer6n intervendria
como potenciador de la misma (144)(180). En todo caso, en el presente estudio no pudo
demostrarse la existencia de una relacién entre proteccibén en ratones inmunizados des-
pués de una infecci6bn letal por virus calle y capacidad de las vacunas utilizadas de
inducir interferén.

Por otra parte, recientemente se ha demostrado que la vacuna antirr&bica pro-
ducida en células diploides humanas (HDCS) no induce interferén en ratones, mientras
que sf lo hace en monos y humanos (180). En base a este hallazgo, cabe preguntar si

las vacunas CRL trivalente y monovalentes serfan capaces de inducir una respuesta de

inteferé6n en otro modelo animal o en el hombre.
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7.~ CONCLUSIONES

Los resultados globales de todos los estudios efectuados en este trabajode te-
sis, se resumen en el cuadro 1. En &1 se destacan los virus frente a los cuales cada
una de las vacunas mostrara una buena respuesta en los distintos tipos de pruebas rea-
lizados.

Del an&lisis comparativo de los resultados obtenidos y de 1a discusién previa,
surgen las siguientes conclusiones.

1.- Tanto la vacuna trivalente como las monovalentes CVSy 51, son excelentes inmuné-
genos.

‘2.- La vacuna-trivalente aventaja a las monovalentes CVS y 51 en que produce una res-
puesta de anticuerpos mds répida. Adem&s, cuando las vacunas se administraronen dosis
menos concentradas (pruebas de seroneutralizaci6n simple), la vacuna trivalente indujo

tftulos m&s elevados.

3.- La vacuna monovalente 91, no constituye un buen inmunégeno. Sin embargo, fue 1la

los ratones de la infecci6n por uno de los dos virus calle estudiados.

b.- E1 virus 91 difiere antigénicamente de los virus CVS y 51, los cuales sonsimilares
entre sf. La existencia de diferencias antigénicas en el virus 91, se puso de mani-
fiesto en las pruebas de seroneutralizaciébn y de potencia cruzadas, as! comoen las de
inmunidad cruzadas.

5.- Se desconoce‘hasta el presente la naturaleza y significado de las diferencias anti~-
génicas que se detectaron en el virus 91. Los estudios de proteccidén cruzada realiza-
dﬁs por otros autores, sugieren que vacunas de mayor valor antigénico podrfan pro-
teger frente a este virus u otros antigénicamente similares a &l que pudieran aparecer
en condiciones naturales. Sin embargo, dado que es diffcil contar con vacunas CRL co-
merciales de valores antigénicos mids altos que las utilizadas en el presente trabajo,
no parece prudente eliminar este antfgeno de su composicibn, hasta tanto no se haya
probado el comportamiento de las distintas vacunas frente a unabaterfa grande de virus
calle aislados de distintos huéspedes en diferentes regiones geogr&ficas. s

6.- Las vacunas antirrdbicas CRL trivalente y monovalentes no indujeron interferén en
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el modelo animal utilizado y en las condiciones del estudio, a pesar de lo cual tres
de ellas (trivalente, CVS y 51) fueron eficaces en la protecci6bn de ratones infecta-
dos previamente con virus calle. En este trabajo, no se pudo demostrar que se re-
quiera la produccién de interferén para que la vacuna confiera protecciénen los tra-
tamientos postexposicibn.

7.- La técnica de contrainmunoelectroforesis (CIE) fue Gtil para la titulaci6n de an-
ticuerpos antirribicos en el suero de ratones y tuvo buena correlacién con la prueba
in vivo  de seroneutralizaciébn en esta especie. Por lo tanto, puede ser utilizada como
prueba estimativa de la potencia antigénica de las vacunas antirrdbicas en distintas
‘etapas de la produccién, cuando se quiere utilizar la induccién de anticuerpos neutra-
lizantes como una medida de la antigenicidad de las vacunas.

8.- No existe relacién directa entre valor antigénico y proteccibébn conferida por las
vacunas, las que por consiguiente deben tener un alto valor antigénico. Es desaconse-
jable, pues, diluirlas cuando su valor antigénico sea superior al requisito minimo de
potencia = 0,3. Esto confirma lo observado por otros investigadores.

9.- Para garantizar la proteccién en los tratamientos antirrdbicos que se inician des-
pués de la exposcibn al virus, es necesario utilizar esquemas de mGltiples dosis de
vacuna CRL. Esto confirma lo observado por otros investigadores.

Los resultados de este estudio dejan algunos interrogantes que abren posibles
Ifneas de trabajo para el futuro.

Liama la atencibén, por ejemplo, que la respuesta mdxima de anticuerpos inducida
por la vacuna trivalente se alcance 7 dfas antes que con cualquiera de las monovalen-
tes, desconociéndose como interaccionan los tres antfgenos en el mejoramiento de la
respuesta humoral. Un estudio de la res;uesta inmune de vacunas bivalentes (CVS-51,
CVS-91, 51-91) frente a los tres virus fijos y a una amplia baterfa de virus calle,
completarfa el an&lisis y contribuirfa a clarificar la situaciobn.

E1l hecho de que en este trabajo no se detectara interfer6n en el suero de los
animales inmunizados, no permite aseverar que las vacunas no inducirfan su produccién
en otro modelo animal y/o por otra via. En consecuencia, resulta indfspensable esto-

diar la probable respuesta de interferén en personas primoinmunizadas con vacuna CRL.
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Por Gltimo, cabe destacar que este trabajo no incluye un estudio comparativo de
la respuesta mediada por células inducida por cada tipo de vacuna. Este estudio (due
serd realizado en uﬁa préxima etapa), conjuntamente con los sugeridos anteriormente,
permitiradn tener una visién acabada del tema 'y adoptar una decisi6én final sobre la

composicién de la vacuna.
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8.- _RESUMEN

En este trabajo se compar6é la capacidad inmunogénica de la vacuna antirrédbica
de cerebro de ratén lactante (CRL) trivalente con la de tres vacunas monovalentes elabo-
radas con cada una de las cepas virales que componen antigénicamente la vacuna clésica.
Tanto la vacuna trivalente, como las monovalentes CVS y 51, alcanzaron valores antigé-
nicos elevados en pruebas de potencia NIH. No ocurri6 lo mismo con la vacuna monova=-
lente 91, que mostré ser un inmundgeno pobre. La vacuna trivalente fue superior a to-
das las monovalentes cuando se c;mpararon la velocidad en inducir la respuesta de ani-
ticuerpos y los titulos alcanzados al administrarlas en diluciones crecientes. Los tf-
!
tulos de anticuerpos obtenidos con las vacunas trivalente y monovalentes CVS y 51, asi
como su duraci6n en el tiempo, fueron comparables; la vacuna 91 en cambio, indujo bajos
titulos de anticuerpos neutralizantes.

El estudio de la capacidad de neutralizacién cruzada de los anticuerpos induci-
dos, mostr6 que el virus 91 difiere antigénicamente de los virus CVS y 51,

Al compararse la eficacia de cada vacuna en proteger a ratanes inmunizados con
ellas del desaffo intracerebral con los virus fijos CVS, 51 y 91 y los virus calle
1026/80 y 1426/79, se comprob6 que excepto la 91, todas protegfan frente a todos estos
virus con excepci6n del 91, frente al cual lo hacfan s6lo parcialmente. En contraposi-
ci6én, la vacuna 91 fue la Gnica realmente eficaz para proteger a los ratones del poste-
rior desaffo con la cepa de virus hombloga, y fue ineficiente para protegerlos del de-
saffo con los virus CVS, 51 y 1426/79.

Los resultados de los tratamientos postexposicién mostraron que tanto la vacuna
trivalente como las monovalentes CVS y 51, a diferencia de la 91, protegen de la infec-
cidén letal por via parenteral con virus calle. No se pudo detectar interfer6n en el
suero de los ratones inmunizados con ninguna de las vacunas. Por consiguiente no se pu-
do establecer que exista una relaci6n directa entre producci6n de interfer6n y protec-
cidén en tratamientos postexposicibn,

Se demostré que la técnica de CIE utilizada para cuantificar anticuerpos en el

suero de ratones inmunizados, daba tftulos de anticuerpos correlacionados con los obte-

nidos con la prueba in vivo.
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10.- ANEXO

10.1.- Diluyente suero equino al 2%

A. a) Esterilizar suero equlno normal por filtracién.
b) Inactivar a 56°C durante 30 minutos.
c) Agregar 2 ml. de suero equino esterilizado e inactivado a 98 ml. de agua
destilada estéril.
d) Agregar 0.1 ml. de la solucién de antibi6ticos (B).
B. a) Reconstituir 1 000 000 Ul de penicilina s6dica en 5 ml. de agua destilada
estéril.
b) Con la solucién anterior reconstituir 1g. de estreptomicina.

c) Distribuir en alfcuotas de 1 ml. y congelar.

Cada alfcuota contiene 200 000 Ul de penicilina y 200 mg. de estreptomicina.

10.2.- Diluyente Agua-Sacarosa-Gelatina

a) Sacarosa .75 g.
b) Gelatina 5 g.
c) H20 (bd) pH 7,0 c.s.p. 1000 ml.

10.3.- Agua bidestilada tamponada, pH 7,0

A. Soluciones tampén:

a) PO, HNa 0,1 M 14,2 g/1000 ml. de agua destilada

2
b) PO, H,Na 0,1 M 5,5 g/1000 ml. de agua destilada
c) Mantener las soluciones tampén refrigeradas.

B. Agua tamponada:

a) POhHNaz 0,1 M 91,5 ml.
b) PO, H,Na 0,1 M 8,5 ml.
c) H,0 (bd) 900,0 ml.

d) Tomar el pH y autoclavar 20 minutos a 15 libras de presién.

e) Agregar 1 ml. de la solucién de antibiéticos descrita en 10.1.8.
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10.4.-

10.5.-

10.6.-

10.7.-

10.8.-

10.9.-

Soluci6én salina tamponada, pH 7,6

a) CiNa 6,5 g.
b) POhHZK M/15 85,0 ml.
c) PO“HK2 M/15 15,0 ml.
d) Agua destilada c.s.p. 1000,0 ml.

Solucién tampbn de fosfatos 0,01 M, ph 7

M/ ,0 ml.
a) PO,H, K /15 37,0 m
b) POMHNa2 M/15 63,0 ml.
¢) Agua destilada c.s.p. 1000,0 ml

Solucién de sacarosa 7,5%

a) Sacarosa 7,5 g.
b) H,0 (bd) 100,0 ml.

Esterilizar por filtracién.

Solucién de sacarosa-glicina

a) Sacarosa 5,0 g.
b) Glicina 0,01 g.
c) HZO destilada, pH 7,0 100,0 mi.

Solucién de bicarbonato de sodio 0,16%, 0,02 M

a) CO3HNa 0,168 g.
b) HZO destilada 100,0 ml.

Esterilizar por filtracién.

Solucién tampén de veronal 0,05 M, pH 8,2

a) Veronal sédico 10,31 g.
(5-5 dietil barbiturato de sodio)

b) Merthiolate 0,1 g.

c) HC1 1 N 23,0 ml.,

d) HZO destilada estéril c.s.p. 1000,0 ml.

e) Disolver el veronal sédico y el merthiolate en 800 ml.de agua destilada.
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f) Llevar a pH 8,2 con HC1 y completar a volumen.

g) Mantener a 4° C.

10.10.- Solucién salina tamponada pH 7,2

a) NaHPO, 8,33 g.
b) KH,PO, 1,09 g.
c) CINa 8,5 g.
d) HZO‘bidestilada 1000,0 mi.

10.11.- Medio de crecimiento

a) Medio MEM (medio minimo esencial) GIBCO

b) Suero fetal bovino 10%
c) Gentamicina ’ 100 ug/ml.
d) buffer hepes 20 mM

e) C03H 8,8 g/% agregar hasta llevar a pH 7.

10.12.- Medio de mantenimiento

a) Medio MEM (medio minimo esencial) GIBCO

b) suero fetal bovino 23
c) Gentamicina 100 ug/ml.
d) buffer hepes 20 mM

e) C03H 8,8 g/% agregar hasta llevar a pH 7.

10.13.- PBS pH 7,5

a) CliNa 8,0 g.
b) CIK 0,2 g.
c) PO, HNa, 0,9 g.
d) PO,H,K 0,12 g.
e) Rojo de fenol 1% 2,0 ml.
f) H,0 destilada c.s.p. 1000,0 ml.
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10.14.~ Rojo de fenol 1%

a) Rojo de fenol 1,0 g.
b) NaOH 1IN 3,0 ml.
c) H20 destilada c.s.p. 100,0 ml.

10.15.- Tripsina Versene

a) Tripsina 2,52 10,0 mil.

b) Versene 2% 2,0 ml.

c) PBS pH 7,5 88,0 ml.
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