NEUTRALIZACION “IN VITRO” DEL VIRUS RABICO

POR TEJIDOS DE CUYES RECUPERADOS
DE INFECCION RABICA®

Dr. Oscar VALDES ORNELAS®

Se presenta un estudio de las alteraciones histopatoldgicas en-
contradas en cuyes que después de haber sido vacunadoes vy
expuestos al virus ribico presentaron parilisis y se recupe-
raron, Con el cerebro y el bazo procedente de estos anima-
les sacrificados a los 19 y 30 dias después de iniciada la paralisis,
se prepararon suspensiones al 20 y 10% respectivamente, las que
se mezclaren con diluciones progresivas de virus rébico y al ser
incculadas a ratenes por via intracerebral demostraron haber neu.
tralizade el virus dando un promedio de dosis mortal 50%
menor de 1017 para las suspensiones cerebro-virus y 10-187
para las suspensiones de bazo-virus, en tanto que en los contro-
les cerebro normal y selucién salina se encontré una dosis mor-
tal 50% de 10-%* y en los de bazo normal y solucién salina
frente al mismo virus, dieron un promedio de 10-%# demostrin-
dose asi la capacidad de las suspensiones de ‘cerebro y bazo de
los animales en estudio para neutralizar ¢l virus rabico. (Gaa,

M. MEx. 97: 421, 1967).

INTRODUCCION

LA raniA de los animales, como infec-
cién transmisible al hombre, cons-
tituye una zconosis de gran importancia
en México, no sélo por los casos que se
presentan en perros, sino también por
la incidencia de rabia paralitica trans-
mitida por vampiros a los bovinos! e
incidentalmente al hombre a través de
su mordedura.? La infeccién ribica una
vez que aparece clinicamente en el

1 Trabajo presentado en la sesibn ordi-
naria del 26 de octubre de 1966.

2 Académico numerario, Instituto Nacio-
nal de Investigaciones Pecuarias. Secretaria
de Agricultura y Ganaderia, Palo Alto, D. F.

hombre, se ha considerade como incu-
rable, aun cuando existe la duda de si
algunos casos de parilisis postvacunales
no mortales, pudieran considerarse, a
la luz de los conocimientos actuales,
como casos de rabia abortiva,

La presentacién de infecciones in-
aparentes de rabia en animales ha sido
discutida recientemente por lo que res-
pecta a vampiros por Ruiz Martines*
v en el trabajo de Bell,* se hace una
revisién minuciosa de casos presentados
por diversos investigadores que asegu-
ran haber observado perros portadores
v transmisores del vius rdbico que pa-
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recian clinicamente sanos; asimismo en
el suero de animales silvestres como
zorras, zotrillos y mapaches se han ob-
servado anticuerpos neutralizantes para
el virus rabico, lo que indica el posible
contacto de su organismo con dichos
virus.™ ¢ Del cerebro de algunos de es-
tos animales silvestres aparentemente
normales ha sido posible aislar el virus
rabico.™ 8

En el trabajo de Bell* se describe un
método para reproducir
abortivas de rabia en ratones mediante
incculaciones intraperitoneales, demos-
trando la presencia del virus en la saliva
al iniciarse la infeccién y, una vez
abortada ésta, comprobando la resisten-
cia de los animales paraliticos y recu-
perados, a la incculacién intracerebral
del virus, asi como la capacidad del
tejide nervioso y del suero para neutra-
lizar “in vitro” dosis elevadas del virus.

infecciones

La técnica utilizada por Bell para las
pruebas de cerebro neutralizacién fue
la descrita por Kubes? y Kubes y Ga-
1lia,'® quienes demostraron la capacidad
del tejido nervioso de animales hiper-
inmunizados para neutralizar el virus
rabico.

En el trabajo de rutina del Labora-
torio de constatacién del Instituto Na-
cional de Investigaciones Pecuarias
para la determinacién de potencia de
vacunas antirribicas, preducidas en el
mismo Instituto con virus rabico cepa
Flury alto pasaje (HEP) y cepa Flury
de bajo pasaje (LEP), se observé que
después de exponer los cuyes .a la dosis
de prucha con virus CVS segin la téc-
nica de la OM.S. " ocasionalmente

algunos animales presentaban pardlisis
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del miembro posterior en donde se ha-
bia aplicado la dosis de prueba, o de
ambos miembros posteriores, para luego
irse recuperando lentamente de dicha
pardlisis, por lo que se decidié investi-
gar si la referida paresia se debia a
alguna lesién del cidtico producida en
el momento de inocular el virus de
prueba en el muslo, o si era causada
por una infeccién ribica de la que se
recuperaron los animales; asimismo se
considerd conveniente investigar si el
tejido nervioso y el bazo de estos ani-
males eran capaces, y en qué grado, de
neutralizar el virus rabico.

MATERIAL ¥ METODOS

En el curso del presente afio y de un
total de 206 cuyes utilizados para la
prucba de potencia, segin el método
de la OM.5." de los lotes de vacuna
antirribica producidos en el Instituto,
9 cuyes presentaron pardlisis después
de la dosis de prueba y se recuperaron,
desapareciendo totalmente esta paralisis
en dos de ellos, en tanto que en el resto
persistié la pardlisis que iba disminu-
vendo hasta el momento en que fueron
sacrificados, Los primeros sintomas de
paralisis aparccieron entre ¢l 6o. y 8o.
dia después de la aplicacién de la dosis
de prueba.

Los cuyes recuperados se numeraron
progresivamente con el objeto de iden-
tificarlos v cerrelacionar los resultados
que se observaron. Los cuyes del 1 al 4.
de los cuales en el 1 y en el 3 desapa-
recié completamente la pardlisis, fueron
sacrificados por sangria a los 19 dfas
después de la dosis de prueba; v los
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cuyes del 5 al 8, 30 dias después de
dicha dosis, El cuy No, 9 permanecid
paralitico durante 60 dias habiendo
muerto a consecuencia de un absceso
hepatico en el que se identificé Capi-
llaria sp., no efectuindose pruebas de
titulacién en sus tejidos,

De los cuyes sacrificados se extraje-
ron asépticamente cercbro, cerebelo y
médula, y de ellos se separé una por-
cién para estudio histopatolégico; el
resto del material nervioso se triturd en
un molino Ten-Broeck diluyéndose en
solucién salina al 0.85%, estéril, para
obtener una suspension al 20% que fue
inactivada a 56°Ci durante una hora.
En condiciones similares, con el bazo
se prepararon soluciones al 1096 inac-
tivadas también a 36°C: Estas suspen-
siones se conservaron a —20°C hasta
el momento de efectuar las pruebas de
neutralizacién del virus.

Para las pruebas de neutralizacién
del virus rabico se utilizaron ratones
blancos de la variedad Swiss con peso
de 18 a 21 g, Las suspensiones de cere-
bro y de bazo de cada uno de los 8
cuyes fueron mezcladas a partes iguales
con diferentes diluciones en progresién
logaritmica de virus rdbico CVS e in-
cubadas a 37°C durante una hora.
Con cada una de las mezclas de eere-
bro-virus v bazo-virus se inyectaron por
via intracerebral 0.03 ml. a 6 ratones
que fueron puestos en observacién du-
rante 21 dias.

Siguiendo una téenica similar a la
descrita anteriormente, se prepararon
mezclas de suspensiones de cerebro y
bazo procedentes de cuyes normales, se
inactivaron una hora a 36°C y se pre-
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pararcn mezclas a partes iguales con
diluciones de virus de rabia CVS con
objeto de determinar si estos tejidos nor-
males tenian alguna actividad neutra-
lizadora del virus y al mismo tiempo
saber si dichos tejidos, durante el perio-
do de incubacién a 37°C, tenian algin
efecto sobre el titulo del virus corres-
pondiente. Un control adicional en
cada grupo de pruebas fue hecho dilu-
yendo el virus GVS simplemente en
solucién salina y calentando las dilu-
ciones a 37°C durante una hora antes
de hacer las inoculaciones por via in-
tracerebral de 0.03 ml a grupos de 6
ratones por cada dilucién.

Con objeto de facilitar el trabajo y
evitar que transcurriera un largo tiem-
po entre el momento después de termi-
nada la incubacién del material a 37°C
v la inoculacién de los ratones, tiempo
durante el cual el material se conservé
a 2°C, el trabajo se realizé formando
2 grupos de 4, con las suspensiones de
tejido procedentes de los 8 cuyes para-
liticos y recuperados, repitiendo en
cada caso los controles, tanto con cere-
bro y bazo normales como con las dilu-
clones de virus suspendidas en solucién
salina.

Los ratones inoculados se observaron
diariamente anotando la presentacién
de sintomas o muerte de los mismos, y
registrando los resultados finales a los
21 dias después de la fecha de inocula-
cién, Como muertes por rabia se ano-
taron solamente aquellas que ocurrieron
después del 5o. dia y mostrando los
sintomas correspondientes. La estima-
cién de las dosis mortales 50% se efec-
tud de acuerdo con el método de Reed
y Muench.*?
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En el estudio histopatolégico del ma-
terial nervieso procedente de los 8 cuyes
que fueron sacrificados después de pre-
sentar sintomas paraliticos y aparente-
mente recuperados no se encontraron
corpiisculos de Negri después de colo-
rear y observar preparaciones por el
método de Seller y de inmunofluores-
cencia. Inocculado el material nervioso
de 2 de estos cuyes a ratones por via
intracerebral no se reprodujo la enfer-
medad.

El examen cuidadoso de los cortes
histolégicos de los nervios cidticos co-
loreados por hematoxilina-eosina vy
luxol-fast no mostré ninguna alteracién,
Las lesiones encontradas en el cerebro
y en la médula espinal variaron en
cada uno de los casos observados, en-
contrindose las alteraciones siguientes:
En el cerebro, las grandes neuronas pi-
ramidales mostraron protoplasma muy
granuloso que sugieren tigrolisis y en
los capilares se observé marcada o dis-
creta actividad glial y en algunos,
satelitosis. En el cerchro de 4 cuyes se
encontré un “estado esponjoso” pare-
cido a la malacia.

En el cerebelo de uno de los cuyes
se apreci6é “estado esponjoso” semejan-
te al encontrado en e] cerebro de otros
cuyes, ademds de congestién de capi-
lares, discreta infiltracién perivascular
por células redondas y una proliferacién
de la microglia mis extensa que en los
otros casos.

En la chservacién efectuada en los
cortes de distintas secciones de la mé-
dula espinal se encontré en 6 de los
cuyes, en las neuronas piramidales dor-
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sales, asi como en las ventrales motri-
ces, protoplasmas muy granulesos que
sugieren tigrolisis. En los otros dos
cuyes no se encontraron lesiones en la
médula espinal.

Los resultados obtenidos en las prue-
bas de neutralizacién del virus rabico
CVS por suspensiones de bazo y de ce-
rebro de los cuyes paraliticos, asi como
los de las suspensiones de bazo y cerebro
de cuyes normales y con solucién sa-
lina se encuentran expuestos en las
Tablas 1 v 2, en las que es posible
observar que las suspensiones de bazo
de los cuyes paraliticos neutralizan to-
talmente las diluciones de 1079 en ade-
lante, expresandose el promedio de neu-
tralizacién de 107167 sélo con objeto
de establecer una comparacién con el
promedio 107345 de los titulos obteni-
dos con las suspensiones de bazo nor-
mal y solucién salina frente al citado

virus,

En la Tabla 2 se puede observar que
las suspensiones de cerebro de los cuyes
paraliticos neutralizaron el virus CVS
en mayor proporcién, obteniéndose un
promedio de DM 509 de 10—17 com-
parado con el promedio de 107522 de
los titulos observados con suspensiones
de cerebro de cuyes normales vy de so-
lucién salina,

En los resultados de los controles ex-
presados en ambas tablas, se puede ob-
servar que tanto las suspensiones de
bazo como las de cerebro, procedentes
de cuyes normales, no tuvieron ningin
efecto de neutralizacién sobre las dilu-
ciones del virus CVS, ya que los titulos
encontrados fueron semejantes para di-
chas suspensiones,
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Tasra 1

RESULTADO DE LAS PRUEBAS DE NEUTRALIZACION DE VIRUS DE RABIA
C.V.3. POR SUSPENSIONES AL 10% DE BAZO DE CUYES PARALITICOS

Diluciones del virus

Bazo de

cuyes 10-1 102 10-3 104 10-3 106 D.M. 50%

CPp-1+ 6/6++ 5/6 0/5 0/6 0/6 /5 10-24

CP-2 4/4 3/3 0/4 T 0/4 /4 0/4

CP-3 0/0x% 0/0% 0/6 0/6 0/6 0/4 10-20

CP-4 o6 o/ 06 06 o/ 05 104

CP-5 1/5 /6 0/6 0/6 0/6 0/6 10-1

CP-6 6/6 0/6 /6 0/6 0/6 0/6 10-1.5

CPp-7 5/6 1/6 0/6 0/6 0/6 0/6 10-1.5

Cp-8 2/5 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 10-1

PROMEDIO DE NEUTRALIZACION DE
LAS SUSPENSIONES DE BAZO 10-1.67

Controles:
Bazo normal 1 4/4 5/5 5/5 6/6 6/6 376 10-6
Bazo normal 2 6/6 6/6 6/6 6/6 3/6 1/5 10-5.16
Sol. Sal. 1 6/6 6/6 6/6 6/6 5/6 0/6 10-34
Sol. Sal. 2 6/6 6/6 6/6 6/6 4/6 0/6 10-5.28
PROMEDIO DE LOS TITULOS OBTENIDOS EN LOS CONTROLES 10-5.45

+ CP: Cuy paralitico

++ Nimero de ratones muertos con sintomas de rabia, sobre néinero de ratones ino-

culados,

X No se efectuaron pruebas.
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TasrLa 2

RESULTADO DE LAS PRUEBAS DE NEUTRALIZACION DE VIRUS DE RABIA
C.V.S. POR SUSPENSIONES AL 20% DE CEREBRO DE CUYES PARALITICOS

Diluciones del virus

Cerebro

de cuyes 10-1 102 10-38 104 109 106 DM. 50%
CP-1+ 2/6++ 0/6 0/5 0/6 0/6 0/6 10-1
CP-2 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 10-1
CP-3 0/6 0/6 /6 0/6 0/6 0/6 10-1
CP-4 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/5 10-1
CP-5 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 101
CP-6 0/6 0/6 0/5 0/6 0/6 0/6 10-1
CP-7 6/6 3/5 1/6 0/5 0/6 0/5 10-2.15
CP-8 3/6 1/6 0/6 0/6 0/6 0/6 10-1.2

PROMEDIO DE NEUTRALIZACION DE LAS SUSPENSIONES

DE CEREBRO 10-1.17

CONTROLES:
Cerebro normal 1 6/6 6/6 6/6 5/6 2/6 1/6 10-%.76
Cerebre normal 2 6/6 6/6 6/6 6/6 3/6 0/6 10-5.5
Sol. Sal 1 6/6 6/6 6/6 6/6 6/6 5/6 10-54
Sol. Sal 2 6/6 6/6 6/6 6/6 4/6 0/6 10-5.25
PROMEDIO DE LOS§ TITULOS OBTENIDOS EN LOS CONTROLES 10-5.22

4 CP: Cuy paralitice.

+ 4+ Nmero de ratones muertos con sintormas de rabia sobreinoculados.

Discusion

Aun cuando el consenso general de
la literatura sobre rabia coincide en se-
fialar a esta enfermedad como incura-
ble y Pasteur sefialé por primera vez
que los perros podian enfermar de ra-
bia y recuperarse, son numerosos los

casos en que distintos investigadores
aseguran haber observado animales de
diferentes especies que después de mos-
trar los sintomas clasicos de rabia se re-
cuperan total o parcialmente. En la dis-
cusién de su trabajo, Bell* hace una
recopilacién de la literatura concer-
niente a casos de animales resistentes
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a la infeccién rabica, recuperados y
portadores. Por lo anteriormente sefiala-
do, en nuestros trabajos de titulacién
de vacuna antirrdbica, no extrafié el
encontrar cuyes que después de ser va-
cunados e inoculados luego con virus
rdbico, presentaran parilisis y se recu-
peraran; sin embargo, se considerd con-
veniente iniciar estudios tendientes a
determinar. el mecanismo de resistencia
en dichos animales.

Las lesiones encontradas en el estu-
dio histopatolégice de los cuyes parali-
ticos correspenden a los que se encuen-
tran en otros casos de encefalitis v nos
hacen pensar que el virus rdbico apli-
cado en la dosis de exposicién ha sido
el responsable de las mismas, aun cuan-
do para poder asegurarlo serfa necesa-
rio repetir nuestras experiencias con un
mayor numero de animales, asi como
con animales inoculados con virus CVS
y solamente vacunados con la cepa
Flury.

La elevada neutralizacién del virus
rabico CVS producida por las suspen-
siones de cerebro y bazo de los cuyes
paraliticos, nes indica que en dichos
tejidos existen substancias o elementos
que es necesario determinar para saber
si se trata de anticuerpos y cudl es el
modo de accidn y, en un futuro, previa
purificacién por fraccionamiento, si pu-
dieran ser utilizados con fines diagnés-
ticos conjugdndose con sustancias fluo-
rescentes o bien en la prevencién o
tratamiento de la rabia, Estos estudios
ya se estin realizando en los labora-
torios del Instituto Nacional de Inves-
tigaciones Pecuarias con el suero, cere-
bro y bazo de animales vacunados v
vacunados y expuestos.
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Considerando que el método usado
para determinar el poder neutralizante
del cerebro y bazo de animales paraliti-
cos v recuperados fue insuficiente, ya
que en varios de los casos se observé
neutralizacién del virus diluido a 107,
el trabajo actual se proseguird efectuan-
do mezclas de diluciones de los tejidos
frente a cantidades fijas de virus.

Al comparar los resultados obtenidos
con cuyes en este trabajo con los ob-
tenidos por Bell con ratones, se ob-
servé un poder neutralizante mayor en
los tejidos de los cuyes que en bazo y
cerebro de ratones paraliticos y recupe-
rados,
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COMENTARIO OFICIAL

Dr. Josk Sosa MarTiNgz!

E L INTERESANTE trabajo del Dr. Valdés

Ornelas expone 2 puntos que inducen
al comentarista a enfocar su atencién: 1) la
produccién experimental de cuadros de rabia
abortiva producidos por medio de la inocu-
lacién de virus en animales con inmunidad
de grade bajo, y que les ocasiona un cuadro
paralitico regresivo; y 2) la demostracién de
que los extractos de tejidos de animales in-
munizados contra la rabia, especificamente
el bazo y el cerebro, tienen la capacidad de
neutralizar al virus.

La produccién experimental de rabia
abortiva ha sido un fenémeno que tiene su
parangdn con otros fenémenos infecciosos
que se rigen por el principio general de que
la inmunidad parcial permite ocasionalmente
manifestaciones clinicas benignas, limitadas y
regresivas, caracterizadas por un periodo de
incubacién generalmente menor que cuande
no existe inmunidad. Obedecen a los princi-
pios generales de la infeccién, en donde
existe el germen infectante y hay la produc-
cién de anticuerpos. Sin embargo, deseamos
aclarar que la evidencia negativa aportada
de que no se encontrd el virus por inocula-
cibn a otros animales o por técnicas histo-

1 Académico numerario, Secretaria de

Salubridad y Asistencia.

patolégicas o de inmunofluorescencia pueden
deberse a que los cobayos con el cuadro de
rabia paralitica fueron sacrificados muchos
dias después de iniciados los signos de en-
fermedad y cuando los tejidos contenian al-
tos titulos de substancias neutralizantes del
virus.,

El fenémeno es interesante y trascendente
y acumula datos sobre el concepto de que.
cuando menos en ciertos animales, la rabia
como enfermedad no siempre ¢s mortal.

El segundo punte es el mejor explorade
en el trabajo del Dr. Valdés Ornelas. Es
indudable que los extractos de bazo y de
cerchro de animales vacunados contra la ra-
bia tienen una marcada capacidad neutrali-
zante del virus,

La actividad neutralizante del bazo es
perfectamente logica, ya que en su constitu-
cién histolégica participan las 3 clases de
células principalmente involucradas con la
produccién de anticuerpos y que son: las
células plasmaticas, los linfocitos y los ma-
crofagos.

A la célula plasmdtica se le ha considerado
eomo una glindula unicelular productora de
proteinas, principalmente por Caspersson,
Fagraeus y otros autores escandinavos. Pre-
senta alta concentracién de ribonucleoprotei-
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nas y de un sistema complejo de membranas
denominado reticulos endopldsmico, que se
asocian intimamente con la sintesis proteica

Por medio de inmunofluorescencia se pue-
de observar la riqueza de anticuerpos espe-
cificos en el citoplasma de las células plas-
miticas y probablemente no hay células del
organismo animal tan bien sefaladas como
productoras de esas substancias,

No sucede exactamente lo mismo con
los linfocitos y los macréfagos, en el sen-
tido de que la evidencia en favor de que
son células productoras de anticuerpos no
es tan manifiesta, Sin embargo, estos 2 tipos
de células también se consideran intimamen-
te relacionados con la inmunidad.

El mecanismo intrinseco del poder neu-
tralizante del cerebro de los animales inmu-
nizados contra la rabia es menos conocido.
Es sabide gue el sistema nervioso central
produce anticuerpos. En la neurosifilis y en
la cisticercosis cerebral, el liquido cefalorra-
quideo puede contener anticuerpos atn
cuando no existan en el plasma sanguineo.
Ademas, en cierto tipo de procesos inflama-
torios, por ejemplo, encefalitis por virus, el
cuadro histolégico clasico es la infiltracién
perivascular de células de nicleo redondo,
principalmente linfocitos y células plasmati-
cas. Ne se ha determinado con precisién
la capacidad productora de anticuerpos de
las células gliales, que también participan
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activamente en los cuadros inflamatorios des-
critos.

Los trabajos de Kubes y Gallia, mencio-
nados por el Dr. Valdés Ornelas, llaman
verdaderamente la atencidn, ya que ademas
de sefialar la capacidad neutralizante del
cerebro de animales inmunizados, demuestran
una alta capacidad especifica en su neutra-
lizacién, fenémeno que no se puede hacer
facilmente con los anticuerpos circulantes,

Seria muy importante determinar por me-
dio de precipitacién, de electroforesis o de
inmunodifusién la naturaleza de la substan-
cia inhibidora que se encuentra en los tejidos
especificamente, el cerebro, Explorar la po-
sibilidad de producir un virus rabico marca-
do para determinar la clase de células en
que se fija dentro de la estructura histelégica
del cerebro, para asi llegar a determinar en
dénde radica el poder neutralizante del vi-
rus. Tratar de investigar la produccién de
interferén y de ofras substancias, que, sin
ser anticuerpos, neutralicen el virus en su
accién patogénica.

El Dr. Valdés Ornelas, en ¢l instituto que
dirige con tan singular acierto, ha encauzado
las actividades en el terrenc de la investi-
gacidn, tan necesaria en cualquier actividad
microbiolégica, Su experiencia come maestro
de generaciones de bacteridlogos le hace co-
municar el entusiasmo a sus colaboradores.
Mucho le agradezco la oportunidad brindada
para hacer el presente comentario.





