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RESUMEN

El prasente trabajo tuvo como objativo el estudiar la
respuesta en la formacion de anticuerpos neutrai iz_lnt:es
contra diferentes ceras del virus de la rabia en aves vy -
compararla con la respuesta en los cobayos.

Se inmunizaron pollos y cobayos con las cepas CVS y ERA
dal wvirus de la rabia y con los sueros obtenidos de ambas
especies se determind el titulo de anticuerpos mediante 1la
pPrueba de seroneutralizaciéon en ratonaes, utilizando las cepas
CVS, ERA y Roxane del virus de la rabia. Asimismo se efectud
una prusba histoquimica para observar las diferencias en las
astructuras coloreadas por el zuerr de cobayo v «r 7 - -
de ave.

DPe esta forma se determind que la irmunizacion de los
pollos con 2 vacunas de la rabia, una inactivada y una viva,
no produjo anticuearpos neutralizantes contra la cepa CVS, en
cambio los cobayos irmunizados con las mismas dosis v por las
mismas vias que los pollos produjeron altos titulos de
anticuerpos neutralizantes contra esta cepa. Esto sugiere que
las aves no responden a los determinantes antigénicos d.el
virus de la rabia de la misma manera que los mamiferos.

Cuando se realizé la nautralizacion de las cepas ERA vy
Roxane se obtuvieron altos titulos con los sueros de cobayo,
¥ los suaros de lox pollos inmunizados con vacuna iﬁa;tivada
Produjeron titulos wmAs altos que los sueros de los pollos
inmunizados con vacuna viva.

Por "otro 1lado, también se encontré que contra la cepa

Roxana los titulos de anticuerpos neutralizantes de los



I pollos fueron mayores que contra la cepa ERA. Debido a que la
cera vacunal inactivada fué la que desencadend la respuesta
hacia la cepa Roxane si3nifica que las cepas CVS y Roxane
comparten dnterminantol antigénicos en la g9licoproteina.

Asimismo los cobayos respondieron con titulos altos de
anticuerpos independientemente de la cepa vacunal utilizada.

En cuanto a la prueba histoquimica se observdé que el
cultivo celular tratado con suerc de cobayo inmune mostrd una
definicién clara de las inclusiones intracitoplasmaticas,
resultado de la replicacion viral. En tanto que, el cultivo
celular tratado con suero de polle inmune mostrd una
coloracién mas difusa que la de los cobayos, sin embarac esta
coloracién fué siempre positiva con respecto a los cortroles
rno infectados. En ambos casos los sueros provenian de

armmales inmunizados con la cepa ERA.



. pollos fueron mavores que contra la cepa ERA. Debido a aue la
cera vacunal iractivada fué la que desencadend la respuesta
hacia la cepa Roxane si3nifica que las cepas CVS y Roxana
comparten &nterminantcs antigércos en la glicoproteina.
Asimismo los cobayos respondieron con titulos altos de
anticuerpos independientemente de la cepa vacunal utilizada.
En cuanto a la prueba histoaquimica se observd que el
cultivo celular tratado con Suero de cobayo inmune mostré una
definicion clara de las inclusiones intracitoplasmaticas,
resultado de la replicacion viral. En tanto gque, el cultive
celular tratado con suero de pollo inmune mostrd una
ccloracidn mis difusa que la de los cobayos, sih embargo ezta
coloracién fué siempre positiva con respecto a los controles
rna infectados. En ambos casos los sueros erovernian de

aramales inmunizados con la cepa ERA.



1.~ INTRODUCCION

1.1.- HISTORIA DE LA RABIA

Es una enfermedad viral capaz de afectar a todos los
animales de sangre calientae. La enfermedad ataca
principalmente al sistema nervioso vy sSe caracteriza por
sigrios dea irritacién motora, excitacidn y pardlisis. (George M
Baer y col. 1982, OPS, 1986, Rodil C, Tomas, et al, 1981,
Mchanty, Sashi B; et at, 1988.)

La rabia, descrita en perros vy animales domésticos desde
500 aflos antes de nuestra era, ha sido wuna de las
enfermedades mortales mas temidas por el hombre.

Democrito hace la primera descripcidn de la rabia canina
500 aPMos antes de nuestra era.

Aristoteles en el siglo IV A.C., describe la enfermedad
que sufren los perros aue los vuelve muy irritables y atacan
a otros animales o al hombre, en su libro "La historia
natural de‘los animales".

Zinke, en 1804 reconocid la naturaleza infecciosa de la
saliva de un perro rabioso.

En 1881, Pasteur, Chanbrcland,‘Roux y Thuilliar prueban la
virulencia constante del virus en el sistema nervioso e
ideardo la técnica de la incculacion intracraneal mantienen
el virus por pases regulares en cerebro de conejo.

Corresponde a Pasteur el mérito de haber efectuado la
famosa inoculacién con vacuna antirrabica de un nifio mordido

por un lobo rabioso en 1885. Desde los trabajos de Pasteur



salen las concerciones de "Virus de calle" y de "Virus fijo".
El primero se refiere a virus recientemante aislados, sin
modificaciones en los laboratorios, con periodo de incubacidn
variable y capacidad de invadir las glandulaz sealiales., El
sagundo (fijo), son cepas adaptadas a animales de labo-
ratorio, con periodo de incubacién muy corto (4-6 dias) v no
invadan las gllWlns salivales.

En 1903, Remiinger, mostrd la naturaleza viral de este
agente por su calidad filtrante y al mismo aPo Neger,
evidencia a las inclusiones celularas caracteristicas en las
células nearviosas de los animales rabiosos. (George M. Baer y
cole 1982., Rodil C. Tomas., et al., 1981 ., Mohanty, Sashi
B., et al.,1988.).

1.2.- PROPIEDADES DEL. VIRUS DE LA RABIA.

El virus de la rabia pertenece a la familia Rhabdoviridae,
género Lyssavirus. Los viriones son particulas con envoltura
que presentan una forma cilindrica con una extremidad
redondeada y la otra similar a la forma de un proyectil, sus
dimensiones son de 175 X 70 nrm. (Davis,B.D., et al,
1980..Luria, S.E., et al 1980).

La envoltura contiene 1500 unidades de una proteina de
membrana no 9licolisada con peso molecular ( PM) de 25.3
Kdalton, designada de proteina M, y 1800 unidades de una
glicoproteina con un PM de 67 Kdalton la cual forma las
proyecciones o espiculas del virion vy actéa como

hesoglutinina con los globulos rojos de ganso. ( Davis, B.D.,



et al,1978., Luria, S.E., et al 1978.).

La nucleochpside estd constituida por una molécula de ARN, °
una proteina N con PM de 55.5 Kdalton vy una ARN polimerasa.
formada por dos polip¢ptidos, uno de alto PM (1, “largo",
185 Kdalton.) y otro mas paquefio ( NS, "Non Structural", 37.5
Kdalton). La molécula de ARM en la cadena sencilla y da
polaridad nedativa tiene un peso molecular da 3.5 a 4.6
millones de daltons. ( Davis, B.D., et al,1978., Luria, S.E.,
et al, 1978.).

El virus penetra a las células por un proceso de fusion de
membranas. En el citoplasma el ARN (-) participa en 2
Procesos:

1}).- Replicacién, en el cual se generan cadenss de ARN
positivas y ‘nagativns. La sintesis del ARN(-) que formara
parte del virion

raquiere de un molde de ARN (+). Se ha demostrado que la
cadena ARN (+), Que utiliza en la replicacién no es
precursora de iol ARN.

2).- Transcripcion, la  transcriptasa tiene un sitio
promotorunico en el ganoma el cual copia secuencialmente
produciéndose finalmente los ARNm monocistrénicos.

Las tres proteinas de la nucleocépside son necesarias en
ambos procesos, las proteinas L y NS actuan como polimerasas,
mientras que 1la N debe estar asociada al ARN para qua ésta
funcione como molde. ( Luria, S.E., et al., 1978., Kucera,
L.S., et al., 196835.).

Una caracteristica de estos virus @es la generacion de

S



virionas incomplétos. Estos sonh més cortos aua las particulas
normales y
contianen uwna porcidn del ARN., Los viriones incomplatos
interfieren en la multiplicacion del virus, y se alcanza
rapidamente una preponderan
cia da estas particulas.

Las nucleccipsides se aencuentran en el citoplasma celular

formando los cuerpos de inclusiones que se observan mediante

las técnicas de irmunof luorescencia vy microscopia
electronica. ( Luria, S.E., at al 1978., Kucera, L.5., et al
198S5.).

1.3. - PATOGENIA, SIGNOS CLINICOS Y DIAGNOSTICO DE LA RABIA.

El virus de la rabia afecta primordialmenta rerros, gatos
v otros carnivoros, paro todox los animales de sangre
c-l.i.tnte, incluyendo el hombra son susceptibles. Las aves de -
corral pusden ser infectadss experimentalimente. ( WMohanty,
Sashi B., et al., 1988., Baer, George,M., 1975., Correa Qirdn
P., 1982.),

El virus radbico, al ser inoculado por via subcutdnea o
intramuscular, como sucede naturalmente por una mordedura, se
propaga del lugar de inoculacidn al sistema nervioso cmtrai
pOr el axoplasma de los nervios periféricos.

Una vez que se produce la infeccidén del sistema nervioso
central, al virus se difunde en forma centrifuga a las
9lindulas  salivalas y otros érgancs y tejidos por wedic de

los nervios pariféricos, de la misma manera en que se produce

[



la prograsion centripeta. ( PBaer, George M., 1982., OPS.,
1986.. Rodil C, Tomas., et al., 1981., Mohanty, Sashi B., et
al., 1988., Correa Giron, P.,1992.).

Los signos clinicos en los bovinos, ovinos y caprinos
afectados son inauietud, aexcitacién y agresividad, también
presentan salivacién excesiva, rechinar de dientes, dolor
abdominal, diarrea, prurito en el sitio de la herida,
emaciacion, pardlisis y muerte. Los signos clinicos en
caballos recuerdan los de téatanos, pero también se ocbserva an
tales asnimales prurito, agresividad, regurgitacién de
alimento por ilas fozas nasales, pardlisis progresiva, ataxia
y muerte. ( Baer, Georga M., 1982., Rodil C Tomas., et al.,
1981,, Mohanty, Sshi B., et al., 1988., Correa Giroén, P.,
1982.).

Los porcinos muastran una etapa irritativa temprana vy
Puaden morder a otros animales o0 al hombre, mientras que los
pollos adultos son resistentes al virus rabico.

En el perro, el pariodo de incubacién dura de 10 dias a
dos meses o mis.

€En la fase prodromica, los perros manifiestan un cambic de
conducta, se esconden en rincones oscuros o muastran una
agitacion inusitada v dan vueltas intrnnqt;ﬂlos. La
excitabilidad refleia astd exaltada, y @l animal se
sobresalta al menor estimulo.

Se nota anorexia, irritacién en la regién de la llordcchra,‘
estimulacion de las vias genitourinarias y un ligero aumento

de la temperatura corporal.



Después de ) 5 3 dias. se 'cenéﬁaﬂiéﬂ forma mokaria los
sintomaz de excxtacibnr Y agitac;&n.xﬂﬁl bé??b e vielve
Peligrosamente agresivo, cov tendencia a morder  obostoz,
animales y al hombre, incluso a su prorio dusfic: muchas veces
=& muerde a si mizmo, )nf]lmgléndose_ araver heridez. La
salivacion es abundante, ya aue €l amal no dJealute la.
saliva, debido a la paradlizis de lof mdsculos de déa:uciﬁm v
hay una alteracion en el ladrido epor la raralisis parcial de
las cuerdas vocales. con un aullids ronce v eralanaade.

-Los perros rabiosos tienen proRencsién & abandorar sus
casas y recorrer grandes distancias. £n la fate terminal o=
la enfermedad, con frecuencia ze Fueder, observar corvulsiones
Qeneralizadas; = luego incocrdinacion muscular vy paralisis de
los musculos del tronce y de  laz éstremxdades.- paralisis
general vy muerte. El curso de la enrernedad dura de 1'a 11

dias. {Baer, George M.. 19G2.. OFS.. 1926., Rodil €, Tomas..

et al., 1981., Mohanty. Sastn B.. et al., 1 MG, . 1784,
Correa Girtrm. F., 1932.).)
Para ,hacaf el diagnéstice se debs tomar en .cuenta 1o
. hisioria ‘cllni;a, los =zigrmos zlinices v 1a presencia de
escasas lesiones a la necropsia.  odo esto combitado con las
pruebas de laboratorio. ’

La prueba mas utill:ad# %s la. Jde, xnmunof\ueyascenn:é
directa, que resulta rapida, mnuy censible y'especif:&e. .l
OFS., 1986., Correa Giren. F., 1962.). '

) La inoculacidon intracerébrai Ee ratones para éxglamxento

del virus sigue siendo una de lus pruebacs maz dtiles para- el

diagnostico de 1a rabia.



Ezta. prueba rinde mejores resultados si se combina con la
d= inmunoflucrescencia. .

Ery loz palses en desarr;llo contintia empleandose el examen
meroscédpico de los corpusculos de Negri, que es un
cracedimiento scnci!lo. répido y econdmico. ( Baer, George
m., 1982., OPS., 1986., Rodil C, Tomas., et al., $981.,
Maﬁanty, Sashi B., 1988., OMS., 1984., Correa Girén, P.,
1982. ). .

Las prueb.s sarolégicas se usan habitualmente para conocer

©la capacidad' inmunogdénica de las vacunas y la respuesta
inmune de las personas somatidas a un régimen de pre o post
1PmunL Zac .
Ademas de la pruaba de scron‘utralizacibn en ratones, se han
qerfeccionado otras pruebas rapidas, _entre ellas la prueba
modificada de contrainmuncelectroforesis vy la de inmunoensayo

_enzamatice ( ELISA). ( OPS,, 1986.).
1.4.- CONTROL Y PREVENCION.

El enfoque mis racional para prevenir la rabia humana

-qS);tg en el cont}ol y erradicacion de 1a inéeccibn de los
;nxm;les domésticos, sobre todo los perros.
tas medidas de control apliéables a la rabia canina
vcbnsisgen princiralmente en la vacunacién masiva de la
poblaéibn canina, la captura de los perros callejeros, los
cuales se mantendrian en custodia rara sé? entregados a sus
duefics, © previa vacunacion cuando los -animales sean

reclamados, ¢ en el caso contrario deberin ser sacrificados.



{ Correa Girdm. P., 1982.).

El método de preferencia para la prevencién de la rabia ha
sido la vacunacion. Desde la época de Pastaur hasta la fecha,
la elaboraciédn de vacunas cortra la rabia ha sido un proceso
de desarrollo tecnoldgico que ha pasado de las vacunas de
Primera generacién elaboradas en animales hasta las Vacunas
de tercera generacion, en que se aplican los avances de la
ingenieria genética. '

. La vacuna tipo Pasteur (1885), fué elaborada con virus
fijo.

Este es un virus que fué adaptade al conejo por via
intracgr.bral. ‘al grado de gue le produce la muerte en
aproxinadaﬁcntc 5-6 dias, que es el periodo minimo posible
Para que el virus rabico fijo Produzcaila muerte.

Entra las anunas histéricas también se encuentran las
siéuientes:

La vacuria tipo Fermi (1908) que se inactiva con fenol
durante 24 horas a 22 grados centigrados.

La vacuna tipo Semple (1911) inactivada con fenol durante
72 horas a 30 grados centigrados.

La vacuna Umeno, Doi (1916) inactivada también con fenol.

La vacuna Hept (1925) inactivada con é¢ter y fenol.

La vacuna Kelsar (1925) inactivada con cloroformo.
Posteriormente a las vacunas histéricas se utilizaron las
vacunas de virus vivo wmodificado, las vacuras en que se
emplad son:

Vycunn avianizada Flury Lep (de bajo pasaje). Es elaborada

con virus que inicialmente fué adaptado a pollitos por via

10



intracersbral, durante 136 pases. Daspuds se le adapted al
embr ion de pollo mediante 40 a S50 pases. Se cultiva en huevos
embrionados 6 en células de riMon de hamster.

Vacuna avianizada Flury Hep (de alto pasaje). Esta vacuna
recibié miAs pasas en embrién de pollo hasta completar 178
Pases {y en algunos casos 227-230). Se cultiva en huevos
embrionados, en células de rifion de perro & en fibroblastos
dJde embridn de follo.

La cepa Kealev (con mas de 100 pasex). Cultivada en huevos
embrionados vy utilizada en perros y bovinos.

La cepa Kisslin de alto pasaje. Cultivada en una linea de
células de hamster,

La cera Kaw (90-100 pases a 32 grados centigrados).
Producida en cultivos celulares de ri¥on de hamster.

La cepa ERA elaborada en rifion de cerdo.

Entre las vacunas de virus inactivado se encuentran:

Vacuna elaborada en embridén de pato que es hecha con virus
fijo, se inactiva con betapropiclactona y se utiliza para la
prevencion de rabia en humano.

Vacuna Fuenzalida. Es una vacuna elaborada en cerebro de
raton lactante e inactivada con luz ultravioleta.

Existe una vacuna producida en células BHK e inactivada
por etilenimina (PV-BHK-EI).

También se produce una vacuna inactivada, reproduciendo el
virus en células diploides humanas., aue presentan la ventaija
de poseer un numaro da cromosomas normal Yy por lo tanto esta

desprovisto de poder cancerigcno. (OPS., 1986., Correa Giron,
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Em . 2l presemte utilizarmds metodoloala de  la . 1maenieria
aenet1za  se ha elaborads uns vacuha recombanant= ConEi
de vitue vaccinia que eXpraesa la glicoprotelna raticas

Vacunik  ha demostrado ser

T de anducir la anmuriizac1de de -

ratonez y conejos vy e  az experimentands  en: amimales

‘zalvajes. ( Wiktor., et al.. 1% Y.

Fer otro lado con =) empleo de los articuerpos

mes s, IS WX

=€ ha demzstyada  que

_antxid;otlpxcos s0n Capaces de nducar una razpuesta
rrotectora contra la rabia.

Ltes anticuerpos antiidiotipos cuntiernern una estructura
similar al antigero de la glicoproteins rabica v zu formacide

se induce al inmunizar con un anticuergo moncclonal contra la

slicoproteina, estos hechos zugieren que quizd =z=a  posible

elaborar una vacuna sin viruz., ( Reagan., et al.. 1%

1.5.- VARIABRILIDAD ANTIGENICA DEL VIRUS,

ta produccidn de anticuerpos monceclonaias contre 2l virus
T
raftdia permitild determinar la variabilidad antigeraca de este

WINUE.

Wiktor ¥ Koprowshy B EX

dtilizarngds eztos reachive

erodujeron variantes 1stertes a la neutralizaciéon a partir

de la cepa CVS, Ademas, eztos reactivos altamente especificos
v senzibles hicieron posible le  detsccidn de difzrencias
antigenicas entre cepaz procedentes de diferertez sspaciez v

de diferentes origernes aecagrifi: , de ezte madao se zabe que

1z




Tame, o ve, ae 1 Europeas tienen patrornes de reazchin

zimilares frente .a wvpar:l de anticuerpos monaclonales vy que
la ceps Eom. e Fitman Moste V utilizada rara la Froducsidn de

ta - vacting  “er o ctlulas diploides homanss protage contra la

tnfecsida s can estas ceras y no Tontra te de Cepatz de orlgér
Africanc - & Asidtico sue ademds tiener . un ratrdén de  reaccidn
defergnte er él ranel de articusreos moncclonales. . Shope. .
1934 )., v

Loz anticuerpos moroclonales cantra el virws ds ja tabils
t.ambie;w han diferenciado entre ceras de mimifercz terrestiras

y mamiferas voiadmres. ¢ Ruprecht., et al.; 1928 ).

1.6.-~ VARIARILIDAD DE LA RESPUESTA INMUNE CONTRA LA RABIA.
Loz sustas bPaperinmunes  conbra el virnse ae la  rabla

obterndos e los mami faor

2% Que tradicionalmente s= utilizan
conejos., cricete=. caballeos. eto, ) sore incapaces - de

diferenciar las distintaz capas Jdel c1rusE. or 1o Que hie zads

[T -1 2T A ) recurr it * los anticuergos maracl ornal ez Fara
diztinguir ura cepa de otra o diferemciarlo de sthres

ligszavirue  <omo o el Mokela, Lagos-bat v Duvenhaguw:

Azullar Setieén., =t al,, 1926, . Flamarnd, A.,
Laford, M.. et al.. 1925 3.

Siry euwbarac, ez sabde que v todas [ar espedien fEsponder

de  la mitma manera hacla un estinrddo antiginiceo. otermirmada.

ivmare:  de

cooTazard, o X, o SRR

tien sabads CRue sl

'
0



detarminada vacuna puede ser 2filcaz para proteasr & ciertas

especies perc puede revelarse ineficaz en la éroteccxbn de
otras ( Dietzchold, B., et al., 1987., Ruprecht, Ch., et al..
1936 ),tal es el caso de 1la vacuna elaborada con la cepa
SAD/B19 que se ha revelado muy eficaz para la proteccidon del
Zorro rojo contra la rabia por via oral pero que no ez capaz
de proteger al zorrille o a lo; mapaches al ser aplicada por
lx misma via. ( Soria, B., et al., 1987),

Apovando esto Ultimo, Brochier y colaboradores (1587) al
infectar aves con el virus ratico, no obtiene la formacion de
ariticuerpos n.utraliznntes‘contra rab;a, lo aue hace suponer
que las avas estin mal dotadis gendticamente rara responder
contra el virus rabicc o -al menos contra ciertos
determinantes antigénicos de diche virus.

-Otrn pruetba de la diferaente resfruesta rpor especie fué
reportada por Webster y colaboradores, qiuiienes encontraron
que «uando la cepa CVS fué sustituida come virus de desafto
[ la cepa ERA en la prueba de reduccién de focos
bfl;o?es;entcs, alguros sueros humanos presentabar titulos
considerablemente superiocres.

Esta caracteristica tambiém fué observada er los niveles
de anticuerpos séricos de zorrillos que habiar sido vacunados
o decafiados con difercﬁbes cepaz de virus de la rabia de
campo 0 de laboratoric. ( Webster, W.. et al.. 1986 ).

A diferencia de.la técnica de produccién de anti;ueréos
ﬁonoclonllcs en la .que la respuesta heterogénea de un

individuo, generalmente de la ecpecie murina, es seccionada



hasta encontrar la clona productora del anticuerpo capaz de
di ferenciar a las cepas del virus rabico, se propone en el
Presente trabajo demostrar que la informacion gendtica de
especies difarentes (mamifercs y aves) responde en forma
distinta a los diferentes antigenos que contiene el virus de

la rabia.



2.~ OBJETIVOS.
2.1.~- OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la cinética de formacidn de anticuerpos
neutralizantes contra diferentes cepas del virus de la Fabia
éh aves y compararia con la respuesta de los cobayos.

2.2.- OBJETIVOS PARTICULARES.
1.~ Inmunizar aves vy cobayos coﬁ las cepas del virus de la
rabia CVS y ERA, .

2.~ Efectuar pruebas paralelas de seroneutralizacion
utilizando diferentes ceras de virus rabico y los sueros
obtenidos do ambaz especies.

3.- Se compararan los resultados obtenidos con los sueros
de aves y cobayos en las pruebas de seroneutralizacién.

4.- Se comparardn los resultados obtenidos mediante
pruebas histoquimicas efectuadas en ceélulas infectadas,

utilizando sueros de cobayos y aves.
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3.~ MATERIALES Y MEYODOS.

3. 5.~ ANIMALES.

G2 utilizaron 98 cobayos de raza Hardley, machos vy @&
Follos de raza Rodhe Island, machos.

Ratones de 21 dias de la cepa NIH que fueron empleados en

123 pruebas de seroneutralizacién.

3.2.- CEPI;\S DEL VIRUS DE LA RABIA.

La ‘cepn ERA con un tituleo de 105.5 LD 56 en ratén,
proporcionada por "Laboratorics Sarmnycon de Maxico" SA de CV,

La cepa CVS con 6.9 U.I., fué donada por la Gerencia
General de Bioldgicos y Reactivos de la Secretaria de Salud.

La cepa Roxane fué adguirida de forma comercial. .

3.3.- LINERS CELQLARES.

Se utilizaron ceélulas BHK-21 que fuercr cultivadas en
Flacas de 96 pozos (Nunc) hasta obtener monoestratos
confluentes en medic BHK-21 suplementade con pericilina,
estreptomicina, 6% de medic triptosa fosfato (TBP) y 10% de
suero fetal bovino., E£stos cultivos fueron posteriormente

inoculados con virus de rabia cera ERA.

3.4. - INMUNIZACIONES.,
Sc’ forn‘aron 2 grupos de cobayos de 4 individuos cada une vy
2 de aves del mismo nimero de animales y se distribuyerorn de

la siguiente maneras
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Grupo No. t.- 4 cobayos adultos inmunizados con cera CVS.

Grupo No. 2.- 4 cobayos adultos inmunizados con.cepa ERA.

Grupo No. 3.- 4 pollos adultos inmuniz.dos con cepa CVS.

Grupe No., 4.- 4 pollos adultos inmunizados con cepa ERA.

€1 calendario de irmunizacién de estos animales fué el
siguiente:

DPia No. 1.- Toma de muestras de suero sanguineo.

Dia No. 2.- Irmunizacién de los animales con 0.5 ml. de
vacuna vy 0.5 ml. de adyuvante completo de Freund por ia via
subcuténea.

Dia No. 12.- Inmunizacidn por las vize inkramuscula; [he AN
subcutanea (SC) e intrapei
sin adyuvante.

Dia No. 19.- Inmunizacion por via IM, SC @ IP con 0.5 ml.
de vatuna Sin adyuvante.

Toma de suero sangulneﬁ.

Dia No. 226.- Inmunizacién por via IM, SC e IP con 0.5 ml.

de vacuna sin adyuvante.

Dia No. 35.- Toma de suero sansuineo.
3.5, - DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES.

Material y Procedimientos
a) Cepas:t La actividad neutralizante de los sueroz de los
animales inmunizados se probd contra las cepas €VS, ERA vy
Roxane.

Antes de realizar la prueba de seroneutralizacién, las
cepas se ajustaron para obtener S50 LD S0.

b) Diluciones del suero: E1l daesarrollo de la técnica de

18



seronautralizacion se hizo de lc,uerdc;a lo publicado por
Morilla y Bautista (1986). Los sueros problema debidamente
identificados se inactivaron durante 30 minutos a 56 gvados
cantigrados para evitar la accién de factores inespecificos.
Se hicieron diluciones decrecientes del suero en diluyente

(BAPS) de la siguiante manerat

Diluvente 0.6 0.8 0.8 0.9
Suero 0.4 0.2 0.2 0.2
bilucidn inicial 112.5 1112.8 1:165.5
11312.5

Virus 0.8 6.8 0.8 0.9
Dilucion Final 113 1123 12125 1: 625

La dilucién del virus debe tenar de 50-300 DL 502,

c) Se puso un control negativo.

d) El juego de diluciones se mantuvo a 4 grados centigrades.
e) Inmediatamente después de haber adiciornado el virus de las
dilucienes de los sueros se incubaron en bakMo maria con
agitador a 37 grados centigrados durante 90 minutos.

) Posteriormente las diluciones se colocaron en un
recipiente con hielo y se procedi¢ a inocular lotes de 6 a 10
ratones por dilucidon con 0.03 ml. por via intracerebral.

9) Una vez inoculados los ratones se anotd en las hoijas el
numero de ratones vivoes y wmuertos durante 21 dias,
descartindose a los ratones que murieron durante los primeros
tres dias después de la inoculacion.

h) El titulo de anticuerpos se detarmind por el método de
Reed y Muench.
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3.6.- FPRUEBA HISTOQAUIMICA.

Se prepararon diluciones 1:10. 1320, 1:40 y 1:80 del suero
de polle o cobayo, a los monocestratos confluentes de células
B -2 rreviameznte infectadas con virus de la rabia cera ERA
v cultivadas en placas de 96 pozos, se les adicionarqw 100
microlitros de la dilucién correspondiente del suero de polla
o cobayc inmunizades y  se  incubaron durante 2 toras,
Qranscurrido €l tiempo .de incubacidén se lavaron leos pozos
tres veces con solucién amortiguadora de focsfatos (PBS) y se
.agregaron 100 microlitros de conjugado antiespecie-peroxidasa
(Sigma) v sa in@ubo nuevamente durante i hora, después de lo
cual ce lavaron tres veces con (PBS) y se agregd el reactivo
revaelador (7.5 mg. de diaminobencidina, 15 microlitros de H20
y 15 ml, de PBS). se iincubc- 30 minutces a temperatura
ambiente. La solucién reveladora se descartéd, se lavaron los
pozos con PBS y se observaron al microscopio éptico, coma
controles negativoe se utilizaron moncestratos confluentes de
células BHE-21 no infectadas.

Se observaron las diferencias en las zstructuras

coloreadas por €l suerco de cobayo v por el suero de ave.



4.~ RESULTADOS.

Titulos de anticuerpos reutralizantes.

Los titulos de anticuerpos neutrélizantes chtenidos Jde los

sueros de los animales sangrados el dia 19 del calendario de
inmunizacién se muestran en los cuadros Nos. 1,2,3 y 4,
asimiswo, estos resultsdos se encuentran concentrados en el
cuadro No. 5 eh donde se ptede observar que los sueros de los
pollos ‘ no produyeron ant.icuerpos neut?alizantes,
independientemente de la cepa utiliiada para inmunizar, en
cambio los sueros de los cobayos presentan éltos titulos
(1:625, 1:264) también sin importar si se inmunizé con la
cera ERA o con la cepa CVS.
Todos los anxmal;s se sangraron en blanco el dia U5 del
calendaric de inmunizacidén, los sueros de los 2 animales
inmmizados con la misma cepa se combinaron resultando una
mezcla de suero de pollco y una mezcla de tuero de cuyo por
—ada cepa de virus de rabia emrleads para inmunizar.

Corn estcz zueros se probd la capacidad de neutralizacién
de las cepas CVS. ERA y Roxane., Loe: resultades de la
rneutralizacidén de estas cepas se muestran en los cuadros 6,7

y 2 respectivamente. La figura No. 1 y el cuadro No. 9

" muestran el concentrado de estos resultsdoz.

Prucba histoquimica.
Las figuras 2 y 3 corresponden a las células BHK-21 no
infectadas v tratadas con suerc de cobayo (Figura 2) y con

suero de polle (Figura 3J). En ningunc de los casos se
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observan estructuras similares a inclusiones virales o de
cualquier otro tipo. »
Las figuras 4 y S corresponden a células BHK-21 iljfectadas
con la cepa ERA del virus de la rabia. La figura 4 tratada
con suero de cobayo irmune nos muestra una definicién clara
de las inclusiones intracitoplasmiticas, resultado’ de la
raplicacion viral; En tanto que, la figura S5, tratada con
suerc de pollo inmune nos muestra una coloracion mds difusa
que en @l caso anteriors sin embargo esta coloracién fue
siemprae positiva con respecto a los controles no infectados.
En. ambos casos los sueros provenian de animales inmunizados
con la cepa ERA. La coloracidén positiva se observo tambien
en ambos casos hasta la dilucidon 1:40.

El dafMo que el virus provocd en las células infectadas
hace aparecer a éstas en un monoestrato con células aisladas
en contraste con las células no infectadas (Figuras 2 y 3) en

las que se observa mayor uniformidad.

4
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FIGURA 1
SERONEUTRALIZACION DE CEPAS DE RABIA CON
SUEROS INMUNES DE POLLO Y COBAYO
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FIGURS 2
Células BHIK-21 no infectades ¥ tratades clinn  Eueros
de cobavo.
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FIGURA X
Calulas PBHI'-21 no infectadas v *iatadaz =  sueroc
de pollo.

34



s y' X
\ &, s -
\ . o 3

t Y
Y ki 5, A S

FIGURAS &
I #3085 Cin 1z cepa ERA del virus
rebiz Lratedas con suerc de. cobays  inmune,
Moz mueestre wna definicion clera de las incluziones
irta toplasmébicas. resultede de le repiicacadn

Virei.




VTS Y

FIGURA T

C&lulas BHE-Z1 imifactadas con 1

u a =eFzx ERA del wvirus
= lz rabia tratadas con suera de pclll inmunz, nos
muestra uma coloracién mas difusa aue en el  casc

anterior,

I
ks



S.- DISCUSION.

Existen pocos reportes acerca de la respuesta inmune de
aves contra el virus de larabia. Cough y Jorgenson (1976).,
encontraron bajos titulos de-anticuerpns no neutralizantes en
algunas aves silvestres depredadoras que probablemerte fuercn
inoculadas por via oral. Blancou y Zamudio (1975) inocularon
experimentalmente aguilas rateras (Buteo buteo) con virus ~
rabico por las vias intramuscular v oral y solo encontraron
una nula o ligera respuesta de -nticu.rpés neutralizantes.
Brochier y col. (1987) inocularon experimentalmente por via
oral diversas especies de aves depredadoras silvestres con la
vacuna recombinante wvaccinia-proteira G y ho observaron
alguna respuesta de an.ticuorpos neutralizantes hacia el virus
de la rabia. En el presente trabaic la inmurnizacién de'pollos
con dos vacunas del virus de la rabia, una inactivada y otra
viva no produjo anticuerpos neutralizantes contra la cepa CVS
; en cambio los cobavos inmgnizados con las mismas dosis que
los ~“pollos produijeron altos titulos de ianticuerpos
neutralizantes. Esto y el resultadc de 1a§ investigaciones
antes descritas sugieren que las_aves no responden a los
determinantes antigénicos del yirus de la rabia de la misma
manera que los mamifaros.

Al realizar la neutralizacion de las cepas ERA y Roxarne se
obtuvieron altos titulos con los suaros de cobayo, y los
suercs de los pollos imunizndos‘ con vacuna inactivada ( CVS
) produjeron titulos mas altos que los sueros de los pollos

inmunizados con la cepa ERA-
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¥a  awe lxs aves mo Son susceptibles a la rabia, el virus
mo =& replica em estos amumales, esto probablemsente sea l1a

causa de que Se prod & vuMna resp ta mayar en pollos con la

sazuna Inactivade gue com la vacwuna viva.

Por otra lado  tambiem o ér;lcamﬁwa- que cortra La cepa
Raxame Los titulics de anticuerpos neutralizantes fusron
mByores ue contra s cepa ERA. Debido > gue la cep; vacunal
inactivads flul la cue desencadend la respuesta hacia Ia cepa
vacunal Roxsne significe que la cesas CVS y Roxane compartan.
determinsnties ancigenicos  en na' slicoproteina pero ia
conformacitn dete sear Jdiferemte quizas Por cambios de
amindacidng en sitios diferentes sl epitopo de tal maneras aque
los lmc‘ucucq'pc\s reconotET merar. Ia cqﬁfarmaciﬂn d& Roxane aux
Ia die la homologa CVE,

L; beja respuesta diz laz pollos hacia Ia cepa ERA sz

dumosted: tmm‘i&n} por medic de la pruebs histoguimics, zim

I B TES da en produmos estudios vtilizer técnicas
coma” la immunotramsferencia para detectar cual  de .las
protelnas wirales reconace el suerd de pollo inmune.

Las Coteyas respondierom <o titulos altﬁs

or i e la cepa uthlizads comn vacuna, estos
animales se utilizaran como controles v cweAlas dosLs ¥ llasb
viax de irmurizacidn fusrom las mismas que para Baé rollos.
extos resultados Corrobaram une vex sés que Ia capacidad de

rESPUSStE & un MRIPENC esté dirtermineda Yendticamente.



6.~ COMCLUSIONES.

.~ La respuesta de los Pollos hacia el virus de la rabia
e;r; diferente a la de los cobayos.

2.~ Los pollos resgonden mejor a la vacuna inactivada.

3.~ Los sueros de pallo fueron capaces de mautralizar Ia
cepa Roxame perc no la cepa CVS.

4.- El suerc de pollo podria utilizarse para dJdiferenciar
cepas del! virus de la rabia. como som: la CVS, ERA y Roxane,

mediante la prusba de sercneutralizacion.
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