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RESUMEN 

El p~asente trabajo tuvo caeo objetivo el estudiar la 

respuesta en la formación d9 anticuerpos neut.ralizantes 

contra diferentes cepas del virus de la rabia en aves v 

compararla con la respuesta en los cobayos. 

Se inmunizaron pollos y cobayos con las cepas CVS y ERA 

del virua da la rabia y con los s..-ros obtenidos de ambBs 

especi•• se det•rmin6 •1 titulo de anticu.rpos ..ctiant• la 

prueba de seroneutralización en ratones, utilizando las cepas 

CVS, ERA v Roxa,... del virus de la rabia. Asimis1aa se efectuó 

lrlA prueba histoqui•ica para observar las diferencias en las 

••tructuras coloreadas por el su~rr. de cob~Y'=' ,. .. ·~ •. · 

de ave. 

De esta for•a •• determino que la inmunización de los 

pollos con 2 vacunas de la rabia. una inactivada v l.W'la viva, 

no produjo anticu.rpcs neutralizantes contra la cepa CVS, en 

cambio los cobayos inlMM"lizados con las Mismas dosis v por las 

mismas vias que los pollos produjeron altos titulos de 

anticuerpos n•utralizantes contra esta cepa. Esto sugiere que 

las av•s no responden a los determinantes antigénicos del 

virus d• la rabia de la ais•a manera que los •••iferos. 

Cuando se realizó la neutralización de las c9P•s ERA v 

Roxane se obbAvieron altos titulos con los sueros ~ cobayo# 

y los sueros de los pollos inn1Unizados con vaclrta inactivada 

produjeron titulo• ... altos que los sueros de los POllos 

i.....,.tzados con vactrta viva. 

Por otro ledo, te.bi6n .. encontró que contra la cepa 

Roxane los tttulos de anticuerpos neutralizantes de los 



Pollos fueron mayores que contra la cepa ERA. Debido a que la 

cepa va.cunal u·1activada fué la que desencadenó la respuesta 

ho.cia la cepa Roxane s1·~nifica que las cepas CVS y Roxane 

cOMParten determinantes anti9én1cos en la glicoprotetna. 

As1mis•o los cobavos respondi•ron con titulos altos de 

anticuerpos indap•ndienteMente de la cepa vacunal utilizada. 

En cuanto a la prueba histoqul•ica se observ6 que el 

cultivo celular tratado con suero de cobayo in•une mostr6 una 

definiciOn clara de las inclusiones intracitoplas1116t-icas, 

resultado de la r•Plicaci6n viral. En tanto que, al cultivo 

celular tratado con suero de pollo inmune 111ostr6 una 

coloraciOn m6s difusa que la de los cobayos, sin embargo esta 

coloraci6n fué sieMpre positiva con respecto a los controles 

r10 infectados. En aMbos casos los sueros provenlan de 

animales in~unizados con la cepa ERA. 
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t. - INTRODUCCION 

1.1.- HISTORIA DE LA RABIA 

Es una enfermedad viral capaz de afectar a todos los 

•ni•ales santa re caliente. La enfer•edad atacir. 

principal,..nte al sist... nervioso v se caracteriza por 

signos d9 irritación 11tOtora, excitación y par•lisis.(6-orge M 

Baar y col. 1982, OPS, 1986, Rodil e, Tomas, et al, 1981, 

Mohanty, Sashi B, at at, 1988.1 

La rabia, descrita en perros y aniM•l•s domesticos desde 

500 af'k>s antes da nuestra era, ha sido una de las 

enfermedades mortales m•s temidas por el hombre. 

De•ocrito hace la primera descripción de la rabia canina 

500 aftos antes de nuestra era. 

Arist6teles en el siglo IV A.C., describe la enfermedad 

que sufren los perros que los vuelve muy irritables y atacan 

a otros ani111ales o al ho11bre, en su libro "La historia 

natural de los animalesº. 

Zinke, en 1804 reconoció la naturaleza infecciosa de la 

saliva de un perro rabioso. 

En 1881. Pasteur. Chambraland, Roux v Thuillier prueban la 

virul•ncia constant• dal virus en el sistema nervioso e 

ideando la técnic• de la inoculación intracraneal mantienen 

el virus por pases regulares en c•rebro de conejo. 

Corresponde a Pasteur el m'rito de haber efectuado la 

famosa inoculación con vac~a antirr~bica de un nifto mordido 

por un lobo rabioso en 1885. Desde los trabajos da Pastaur 

3 



sal•n las conc9Peton.s de •virus de calle" v d9 "Virus fijo". 

El prt .. ro se refi•re a virus rec:ientement• aislados, sin 

modificaciones en los laboratorios, con periodo de inc:ubación 

variable y capacitiad de invadir las glt\ndula~ ~el!• 1 s:!':-s. El 

se9Undo (fijo), son cepas adaptadas a animales de labo

ratorio, con p•riodo cM incubación muy corto (4-6 dias> Y no 

invadan las glAndulas salivales. 

En 1903, R .. ltnger, llOstrO la naturaleza viral de este 

agente por su calidad filtrante y el mismo a~o Neger, 

evic::t.ncia a tas inclu•i~• celulares caractartsticas en las 

c6lulas nerviosas dm los aniaales rabiosos. (George M. Ba•r Y 

col. 1982., Rodil C. Tomas., et al., 1981 ., Mohanty, Sashi 

B., et al.,1988.1. 

l. 2. - PROPIEDADES DEL VIRUS DE LA RABIA. 

El virus de la rabia pertenece a la familia Rhabdoviridae, 

g•nero Lyssavirus. Los virtones son particulas con envoltura 

qua presttntan una for.. cilindrica con una •xtremidad 

redond•ada v la otra si•ilar a la for•a d9 un proyectil, Gus 

di•ansiones son de 175 ~ 70 nm. 

1980.,Luria, S.E., et al 19801. 

(Davis,B.D •• et al, 

La envoltura contiene 1~00 ~idades de una protaina de 

meiobrana no 9licolisada con peso llOlecular PMl de 25.3 

Kdalton, desi11nada de protelna M, y 1800 unidades de una 

9licoprotelna con un PM da 67 Kdalton la cual forea las 

proyecciones o •si>lcules del viri6n y acta. e-o 

hetlo9hrt.inina con los 9lobulos rojos ele ganso. Davis, B.O., 

"' 



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

La nucleoc•P'Side estl constituida por una wt0l•cula de ARN, 

un• protalna N con PM d• 55.S Kdalton y una ARN polimerasa 

formada por dos poli~tidos. uno d• alto PM ( 1, "largo", 

185 Kdalton.) v otro m•s paqua"o (NS, 11 Non Structural", 37.5 

Kdaltonl. La -lkula de ARN en la cadena sencilla V de 

polaridad negativa tiene un peso molecular de 3.S a 4.6 

millones de daltons. ( Davis, B.D., et al,1978., Luria, S.E., 

et al, 1978. 1 • 

El virus penetra a las c6lulas por un proceso de fUsi6n de 

nte•branas. En •1 citoplasMa el ARN <-> participa en 2 

proc•SOSI 

1).- Replicaci6n, en el cual se generan cadenas de ARN 

positivas y negativas. La slntesis del ARNC-) que formarA 

parta del viriOn 

requiere de un molde da ARN (+l. Se ha deooostrado que la 

cadena ARN (+), que utiliza en la repl icaci6n no •• 

precursora de los ARN. 

21.- Transcripción, la transcriptasa tietW! un sitio 

pr01110torQnico .,, el genoma el cual copia secuencialment• 

produci6ndos• final.ante los ARNtn monocistr6nicos. 

Las ~res protelnas et. la nucleoc•pside son nec•••rias en 

ambos proc•sos. las protelnas L y NS act~an cOMo Poli .. rasas. 

•ientras que la N debe estar asociada al ARN para que ••ta 

ft..WM:ione cotno ntolc:t.. ( Luria, S~E., et al., 1978., Kucera. 

L.&., et al., 198S. 1. 

Una carac:terlstica de estos virus es la generación de 
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vír1ones inc::otnplet.oa. Estos son tn6s cortos que las parttc:ulas 

norma.les y 

contienen una porción del ARN. Los viriones incompletos 

interfieren en la .ultiplicaci6n del virus, v se alean~• 

r&Pidantente una preponderan 

cia de estas parttculas~ 

Las nucleocApsides se encuentran en el citopla1U1a celular 

formando los cuerpos et. inclusiones ~ se observan -dí•nte 

las ti6cnicas 

electrónica. 

1985.>. 

irwunof luorescencia )1 •icroscoPi• 

Luria. S.E., atal 1979 •• Kucera, L.S •• et •1 

l.3.- PATOGENIA, SIGNOS CLINICOS Y DIAGNOSTICO DE LA RABIA, 

El virus de la rabia afec:ta priaordial,..nte perros, oaatos 

v otros carntvoros, P•ro todos los •ni•ales de sangre 

caliente, incluyendo el tiOMbre son susc:_.tibles. Las ;oves de 

corral pueden ser infec:tadas experiMentalaente. Mon;onty, 

S•shi 8., et al •• 1988., Saer, George,M., 1975 •• Corr•• Gir6n 

P., 1982.1, 

El virus r•bico, al ser inoculado por' vla subcu~•nea o 

intraMUscular, COllO sucede natural,..,..~• por una MOrdedura, se 

proP•9• del luv•r de inocul•ción al siste1na f'\ol!rvioso c::.ent.ral 

por el •XoPl&SMa de lOS nervios perif6ricos. 

Una vez que se produce la infección del sis~• nervioso 

central, el virus se difunde en foraa centrtfuva a l•s 

9l6ndulas ••liv•l•s y otros órgano• v t.Jidos por .. dio de 

los nervio• perif6ricos, de la eisma ... nera en que se produce 
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la progresión cantripeta. C Baar, &olor<aa M., 1982., OPS., 

1986., Rodil e, T09as., et al., 1981 •• Mohantv, Sashi B., et 

al., 1988., Correa &ir6n, P.,1982.1. 

Los signos clinicos en los bovinos. ovinos v caprinos 

afectados son inquietud, excitaci6n v agresividad. también 

presentan salivación excesiva, rechinar de dientes, dolor 

abdominal, diarrea. prurito en el sitio de la herida, 

... ctaci6n, par61isis v .uerte. Los signos cltnicos en 

caballos recuerdan los de t6tanos, pero tambi.,, .. observa en 

tal.. ani .. 1.. prurito, agresividad, regurgitación de 

aliMertt.•:i por ias fosas nasalea, par61isis prQ4Jresiva, ataxia 

v -.-rte. Baer, Geor99 M., 1982., Rodil C To.as., et al., 

1981., Moh:anty, Sshi 8., et al., 1988., Correa GirOn, P., 

1982.1. 

Los porcinos llK.l9stran wia etapa irritativa te1tprana y 

PtMcMn morder a otros ani-les o al hollbre, •ientras ~· los 

pollos adultos son resistentes al virus rti>ico. 

En al parro, el periodo da incubaci6n dura de 10 dlas a 

dos -••• o •••· 

En la fase prodrbllica, los perros •anifiestan un cantbio de 

conducta. se esconden en rincon@s oscuros o 11Uestran una 

agitación inusitada 

excitabilidad refleja 

v dan vueltas 

ast• exaltada, 

sobresalta al .. nor •stt.ulo. 

intranquilos. 

y •1 ani•al 

La 

se 

Se nota anor•xia, irritaci6n en la región de la ~ordedu~a, 

esti111Ulaci6n da las vlas genitourinarias v un li99ro aU11anto 

et. la ~rat.ura corporal. 
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sint.omas de exc1taciOn y a·-ait-a•=l~•n. El perrc• se vu..:!l.J~ 

pel 19rosamente a9res1\/o, r:c1t1 t.endenc1d a morder .:•t•JE-+ c•s~ 

animales y al hombre, incluso d s1..i Pf"C•Pio dw::::rio; m1..~chas vr:-•:e~ 

se muerde a si mismo,. 1nfl1r1914ndose gra .. •e: her·idco=.. La 

sal 1vaci6n es abundante, ya que: el animal no 1je9l1.~t;...: la 

hay una alteración en el ladrido por la pan~l 1s1s parc1&1 de 

laS cuerdas vocales~ con un &l•l lid•:. ronco y Prcol'="·n~adc•. · 

Los p~rros rabi6sos t.iener"'l ;::·r•:iPensi6n a abandoriar s1..•s 

casas v recorrer grandes distancicoS. En l& fa~e terrCJin&l de 

la enfer,..dad, con frecuar-.cia se pueder1 observar cor1v•.•lsiones 

generalizadas; luego incoc•rd1nac1.~ri muscular· 'I ;:oarA] is1E ,je: 

los 111üsculos del t.ron•:o y de: la~ .s-.·-t:rern1dade:i-, pat·t..11$'.l'E 

general y Muerte. El curs•:i de la ente1·roedad dw·a de: 1· & 11 

dtas. (8aer,. Geor9e: M •• 1982 .. OF'S •• 1986., Rc•d1l C, Tomas •• 

et. •l., 1981., Mohant.v~ O:,ash1 B •. et csl •. i·:.i:::r. ... Of11t: .... 1":'J84 .. 

Correa Giro!•n. f· •• 1982.) •. 

Para .hilcer el dia9n6st1cc• se deb~ t..c•mar· ~r. cuer1tco leo 

historia cltni~a, los si9t·1c•s ·=llnicos y la presencia de 

escasas lesiones a la nE:"C1·c·~·sl<:t. • .. :·d•:! e:st'"• comb1na•jc, ce·•·· 1:..: 

pruebas de laboratorio. 

La prueba ••s 1..•t.il1;:ada ~-= lo de i1·1m1..w1otlu•.:•t-es:·:~n·:1.:.. 

direct•, que resulta r#Jpida,· rnuy sensible y 'especif1c.;.. 

OPS.,. 1986., Correa G1ron. f.", 19.e::.J. 

La inoculac10n intracerebral de ratones par·a ai1E.lam1entc1 

del virus sigue siendo una. de: lils pruebas mé~ ··~t.iles. ~ara ~l 

dia'ijnC)stico .de la rabia. 



E~t~ prueba rinde .. jores resultados si se c01Rbina con la 

de ir1m1.~nofluorescencia. 

Er1 los F>.:slses en desarrollo continaa ample.tindose el examen 

m1crc•s•=6pico de los corp6sculos de Ne9ri, 

c·r·.)ced1m1ento sencillo, r~ido y •con011tico. 

que es un 

Baer, George 

m., 1982., OPS., 1986., Rodil C, Tomas., et al., 1981., 

M•:ihanty, Sashi e., 1988., OMS., 1984., Corr•a Girón, P., 

1982.1. 

Las pruebas saro169icas •• usan habitualmente para conocer 

la capacidad i~ica d9 las vacunas y la resPUesta 

1r1mune de las personas s.-.tidas a ..., r"i-.n de pre o post 

AdQm~s de la prueba de seroneutralizaci6n en ratones, se han 

~:er~eccíonado otras pruebas r•pidas, entre el las la prueba 

rnc•di ficada de coritrainnt\.WKHtlecti:.oforesis y la de inmunoensayo 

<>n~1maticc• < ELISAI. C OPS., 1986. 1. 

l.4.- CONTROL V PREVENCION. 

Ei enfoque ••s racional para prevenir la rabia hU11ana 

·=l'.'.w1s1 ~te -en el control v erradicaciOn de la infección de los 

arumales dc·m•st.icos, sobre todo los perros. 

La~ medidas de control aplicables a la rabi• canina 

consisten principal•ente en la vacunación masiva de la 

población canina~ la captura de los perros callejeros, los 

cuales se Mantendr•n en custodia para aer entregados a sus 

dueftos, · previa vacunación Cuando los ·animales sean 

t·eclamados, O en el caso contrario debert.n ser sacrificados. 
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Correa Giron~ P., 1982.>. 

El método de preferencia para la prevención de la rabia ha 

sido la vacunaci6n. Des~ la época de Pastaur hasta la fecha, 

la eloborac.ibn de vacunl"~ r:cmtra la rabia ha sido un proceso 

de desarrollo tecnológico que ha pasado de las vacunas de 

primera 9eneraci6n elaboradas en ani•ales hasta las vacunas 

d9 tercera 9ftf'Mtraci0n7 en qu• se aplican los avances de la 

in~enierla genética. 

La vacuna tipo Pasteur <1885), fue elaborada con virus 

fijo. 

Este es un virus que fué adaptado al conejo por vla 

intracerebral, ·a1 grado de que le produce la muerte en 

aproxi~adamente 5-6 dlas, que es el periodo mlni•o posible 

para que el virus r•bico fijo produzca la muerte. 

Entre las vacunas históricas ta,..bién se encuentran las 

sigiuientes: 

La vacur1a tipo Fermi <1908) que se inactiva con fenol 

durante 24 horas a 22 grados centigrados. 

La vacuna tipo S•.-ple (1911 > inact1va.:..ta con fenol d• .. wante 

72 horas a 30 grados centtgrados. 

La v•cuna UNeno, Doi <1916> inactivada también con fenol. 

La vacuna Hept <1925> inact.ivada con éter y fenol. 

La vacuna Kels•r (192~> inactivada con cloroformo. 

Posteriormente a las vacunas h1stOricas se t.1ti 1 izaron las 

vacunas de virus vivo modificado, las vacunas en que se 

.-Pl•6 son: 

Vac._...a avianizada Flurv Lep (de bajo pasaje). Es elaborada 

con virus qu9 inicialmente fué adaptado a pollitos por vla 
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intraeer.t>ral, durante 136 pa5es. De&P<.Ms se le adapto al 

eftlbrion de pollo ..ctiante 40 a 50 pa .. s. Se cultiva en huevos 

embrionados o en celulas de riP\on de ha•ster. 

VaC\Mla avianizada FhH"'V Hef:l (de alto pasaje>. Esta vaclM"\a 

recibi6 •is pa'Stls en e.brión de pollo hasta completar 178 

pases (y en algunos casos 227-230>. Se cultiva en huevos 

emb~ionados, en c•tulas c:t. rifton de perro 6 en fibroblastos 

de ..t>ri6n de PQllo. 

La cepa Kel•v (con _.s de 100 pases>. Cultivada en huevos 

eoobrionados v utilizada en perros v bovinos. 

La cepa Kisslin de alto pasaje. Cultivada en una linea de 

células de ha•ster. 

La cepa Kaw (9~-100 pases a 32 grados centlgrados>. 

Producida en cultivos celulares de ri~ de hamster. 

La cepa ERA •laborada en rifton de cerdo. 

Entr• las vacunas de virus inactivado se encuentran~ 

Vacuna elaborada en embrión de pato que es hecha con virus 

fijo, se inactiva con betapropiolactona y se utiliza para la 

prevención de rabia en t'K.lllano. 

Vacuna Fuenzalida. Es una vacuna elaborada en cerebro de 

raton lactant• e inactivada con luz ultravioleta. 

Existe una vacuna producida en c~lulas BHK • inactivada 

por etileni•ina IPV-BHl<-Ell. 

Ta.t>i•n S• produce una vacuna inactivada, reproduciendo' el 

virus •n c•lulas diploide5 huftlanasp que presentan la ventaja 

d9t pos .. r un nuaero de cr01aOso~as nor•al v por lo tanto est• 

desprovisto de poder cancerigcno. <OPS., 1986., Correa Gir6r1, 

11 



E.n ·::=l p1·eser1te l•t1 l izar·.dc• metodologic. de l~ ir19en1eria 

9~n~t.1.:a se ha elaborad•;. i.m.:- w'ó•=•.ma recombinant~ c.;.ru¡s~~r1tE. . 

.:.l-=. virus vaccini& ~1.1e e;;.:presa lo 9l 1coproteln& rt.to1.::a. esta 

v~c.1..1n& ha derno.str•do ser •:&.~a:: di;.. ir1duc1 r· la ir1rn•.11·11=&.c1i!11·, dE 

r&tones )' conejos y s:e e::t-é e)~per1ment.i:.1ndo er1 animales 

:.¡:. l vajes. C Wi ktot·., et a l. . 198::' >. 

PCir otro la.do cor1 el oemF•leo de los ant. i c1.1erpos 

~rJ11•:i..•: ¡ .,, •bles t se h• d~rr:.:0 ::trei•jC• ~·.1~ IN. ~· t". T. ¡ ::•.1-:rp•:•:: 

11nt1 id1ot.iP1cos son capa·=e:s de lnducir llna r-::.puestCl 

pr·otectora contra la rabia. 

Los anticuerpos anti id1ot.1po~ c1..•n~ 1enet"1 una estructura 

s1m1 lar al ant.:.tgeno de la 9l 1c•:iprc•t:.E:t11a rébici!I y si.1 fc·t"mi40:.it!•1·, 

se induce al 1nlftu11izar con 1.1n anticuerpo monc•clcin~l c•:int.:.r·a le,. 

gli•:oprot.elna. estos hechc•s si.,gieren que qu1z~ Eea posible 

elaborar una vacuna sin v 1 r-1.J:s, < Rea9an.-, et al. . 1 ·~s·3 \. 

1. 5. - VARIABILIDAD ANTIGENICA DEL VIRUS. 

·~·-- l" 

· .. ·:.1·1.1:.. 

de ta cepa CVS. Aderné~, es'!:os r·..:-a..:t1'"·c0 s alt.ament.e especif1cos 

Set1'Sibles hicieron P•:is1blo: lc- d.i:tecc1i!1n de d1fo;:ren•=1a=. 
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~iff11 la;·e_~ fr.c:r·,t;.e .a LHI par·1·.::l dt: cd1t.1c1,.,er·pc-r monr:•cli:irrale: y -=11.,e 

la cep~ f-'. M.- r P1 tman Mc•·:we • ut i J 1::ada ¡::·ara l~ produc•=1ót'1 dr.:: 

fa vact..lt'lé.< er1 cé.]1.'1?.s: diPlcddes h•unar·,M~ Pt"•:=tt-=ge i::o11tr~ le. 

Africat'IC• 6 Asiét.ico g1.,e adem~z. t.iener, 1.m ~·Ctt.r·ón de reacció·,, 

d1 fer ente er·1 eJ s=-anel de aint icuer·r:·r.•s mot·.c,,.:Jonb Jes. · ':ihope •• 

1984 J. 

f:-E1mbier1 han diferenciado entre cepas de MC\mf fero!: t.et·rest:.t-.;:; 

Y mam1 feros voladc•res. e Rupr-echt. •• et 11111., 15'88 >. 

1.6. - VARIABILI!>A[• r•E LA RESPUESTA INMUNE CONTRA LA RABIA. 

Le•=: :1.rer .:1: h11=>er1nrn1.w1e:5 c..:.ntr& el vit11-=;. •:J.;, ls. r &t•lil 

conejo:.. cr1ceto:.. cabiol los.. et...:. 

A·~LU l c.r !:le-t.1 ér1. ~ -:t. ~ 1. • 1 ·::-:::.:.. . F' l c.mc..nd, A... ~t c. l.. l ");~:1) •• 

Lafond, M .. ~t al .• J98~ l. 

d~ la m1zma rnat14=rC. t·1ac1a un est1r11'rlo ant:.ig4:r,ic~· O•!t12rm1r•r.di:1. 

la roe:~r·.l>i?tb imn•.m.: d.: :Et•:lE< e:::r·it:.•:Jo;:: di::-r-·-=t·•·:f~ t:n ult:.1rr.fl 

1ns"" .. o,-.::1i ·:Jr>:- lc.. 1r.f::·t·rna·=:ó1·1 9-:.t·1é+.!:.c ~·.1.-:: ;:::.::-:--~. 

! .. .:t a!.~ l '?Sl •. T1zc-.rd, l. ! !f8.J ·. 



d-=termir-.ada vacuna puede ser eficaz para prc.te•;lo:-r ¡.¡ ciertas 

especies pero puede revelarse: ineficaz en la Prcit.ecci·~n de 

otras ( Dietzchold, B., et al., 1987., Ruprecht, Ch., et. al .. 

1986 > ,t.al es •l caso de la vac1..ma elaborada con la cepa 

SAD/819 que se ha revelado muv eficaz para la protección del 

zorro rojo contra la rabia por via oral pero que no es capa:;:. 

de proteger al zorrillo o a los mapaches al ser aplicada por 

la misma via. < Soria, 8., et. al •• 1987>. 

Apovando esto Ultimo, Brochier y coiaboradores (1987) al 

infectar aves con el virus r•toico, no obtiene la for•aci6n de 

ar1ticuerpos neutralizantas contra rabia, lo que hace suponer 

que las aves est•n ••l dotad•s 9•n•ticainente para responder 

contra virus r•bico o al met-.os cont.ra ciertos 

det.erminantes anti9*nicos de dicho vin.as. 

Otra prt..~eba d9 la di ferent.e respuesta por especie fué 

reportada por W.bster v colaboradi:ires, quienes. encont.ra1·01'l 

que cuando la cepa CVS fué s1.,st..it:.uida como virus de di12'Saft.-:i 

r-0:-•1 la cepa ERA en la prueba de reducción de- focos. 

fluclrescant.•~, algunoio 51..lEtros hwnanos presentaban ttt•.~los 

considerabletRerite iouperiores. 

Esta caractertstica también ft..'é observada er1 los niveles 

,j~ anticuerpos séricos de zorrillos que habia.n sido var.unaidos 

o des.afiados con diferet-.t.es c•pas de virus de la rabia de 

ca•PO o de laborat.orio. ( Websttn·, W •• et al .. , 1986 >. 

A diferencia c:Ht.la t•cnica de proctucci6n cH! anticuerpos 

monoclonal•s en la .que la respuesta heterog•n•a de un 

individuo, 99n•ralmente de la especie mur1na, es seccionada 
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hasta eni::c•nt·rar la clona productor• del anticuerpo c•paz de 

di fere:nc1ar a las c•Pas del virus r6bico, se propone en el 

Presente trabajo dernost.-ar que la infor•acion ~tica de 

~species diferentes <mamlferos y aves) responde: •n for•a 

distint:.a a los diferentes antlgenos que contiene el virus de ' 

la rabia. 
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2. - 08.J'ETIVOS. 

2.1.- OBJETIVO GENERAL. 

Estudiar la cinética de formación de anticuerpos 

neut.ralizantes contra diferentes cepas del virus de la rabia 

en aves v c0111Pararla con la respuesta de los cobayos. 

2. 2. - OBJETIVOS PART.ICULARES. 

t.- Inmunizar aves Y cobayos con las cepas del virus de la 

rabia CVS y ERA. 

2. - Efectuar seroneutralizaciOn 

utilizando diferentes cepas de virus r•bico y 

obt.enidos de aMbas especi••· 

los sueros 

3.- Se co11Pararan los resultados obtenidos con los sueros 

de aves v cobayos en las pruebas de seroneutralizaci6n. 

4.- Se comparar•n los resultados obtenidos mediante 

pruebas histoqutmicas efectuadas en células infectadas, 

utilizando sueros de cobayos v aves. 

16 



3. - ttATERIALES Y IETOl>OS. 

3.1. - ANIMALES. 

s~2 u.ti 1 izaron 8 cobayos de raza 

pollos de raza Rodhe Island. machos. 

Hardley, machos y 8 

R~tones de 21 dias de la cepa NIH que fueron empleados en 

las pruebas de seroneutralizaci6n. 

3.2.- CEPAS DEL VIRUS DE LA RABIA. 
5.5 

La cepa ERA con un titulo de 10 LD 50 en ratón, 

proporcionada por 11 Labor•t.orios Sannvcon de M•xico 11 SA de CV. 

La cepa CVS con 0.9 U.I., fu~ donada por la Gerencia 

General de Biológicos v Reactivos de la Secretaria de Salud. 

La cepa Roxane fué adquirida de forma comercial. 

3.3.- LINEAS CELULARES. 

Se ut.ili:zaron células BHt<-21 que fueron cult.ivadas en 

placas de 96 pozos <Nu.nc> hasta obtener monoestratos 

confluentes en medio BHl<-21 suplementadc• con per1ici l ina. 

estreptomicina, 6%· de ml!dio triptosa fosfato <TBP> y 10% de 

'Sl4ero fetal bovino. Estos cultivos fueron post.er·iorrnenf:'.e 

inoculados con virus de rabia ce~a ERA. 

3.4.- IMIUNIZACIONES. 

~ fort1.aron 2 grupos de cobayos de 4 ir1dividuos cada uno y 

2 d• av•s del ais•o m:.ero de ani11ale5 y se dist-ríbuyer·on de 

la siguiente manerat 
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Grupo No. 1. - 4 cobayos adultos inmunizados con cepa cvs. 

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

Gn..1po No. 3.- 4 pollos adultos inmunizados con cepa cvs. 

Grupn No. 4.- 4 pollos adultos inmunizados con cepa ERA. 

El calendario de in91unización·de estos animales ft1é el 

siguientes 

Dla No. 1.- Toma dtt .uastras de suero sanguineo. 

Dta No. 2.- In11Unizaci6n de los ani••I•• con 0,5 •l. de 

vacuna v o.s ml. de adyuvante COflPlet.o de Fr•und por la vla 

subcut.6nea. 

Dta No. 12. - InlltMlizacibn por les v~ ?:"'s i"lt-,rl!lf'flt1FcuJ n;..- ! :~'. 

subcut•ne• <SC> e intrap«1 

sin adyuvante. 

Dia No. 19.- In1RUnizaci6n por vta IM, Se e IP con 0.5 Nl. 

de vacuna •in adyuvante. 

Toma de suero sangutneo. 

Dta No. 26.- Inmunización por vta IM, se e IP con 0.5 ml. 

de vac!A'la sin adyuvante. 

Dta No. 35.- Toma de suero sangutneo. 

3.5.- DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES. 

Material y Procedimiento; 

a> Cepast La actividad neutralizant.e de los sueros de los 

animales inmWlizados se ProbO contra las cepas CVS. ERA Y 

Roxane. 

Antes. de real"izar la pruaba de seroneutralizaci6n, las 

cepas •• ajustaron para obtener SO LD 50. 

b> Diluciones del suero: El dasarrollo de la técnica de 
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,..r~ralizaci6n se hizo da acuerdo a lo Ptlblicado por 

Mori 11• y Bautista 119861. Los sueros problema debidamente 

identificados se lnactivaron durante 30 Minutos a 56 91·ados 

canttgrados para evitar la acci6n d• factores inespecificos. 

Se hicieron diluciones decrecientes del suero en diluyente 

<BAPSI de la siguiente MarMtrat 

l>iluv..,te 0.6 o.e o.e 

Suero 0.4 0.2 0.2 

Di luc:i6n inicial 112.5 1112.5 

11312.5 

Vir1.1s o.e o.e o.e 

Dilución Final llS 11~ 11125 

La dilución del virus debe tener de 50-300 DL SOX, 

e> Se puso un control n419ativo. 

o.a 

0.2 

1165.5 

o.e 

1:625 

d) El Juego de diluciones se mantuvo a 4 grados centfgrados. 

e> Ineediatamente despu6s de haber adicionado el virus de las 

di luc1or1es de los sueros se incubaron en baPSo maria con 

agitador a 37 grados centtgrados durante 90 minutos. 

f) Posteriormente las diluciones se colocaron en 

recipiente con hielo y se procediO a inocltlar lotes de 6 a 10 

ratones por dilución con 0.03 •l. por vJa intracerebral. 

g) Una vez inoculados los ratones se anotó en las hojas el 

nü11ero de ratones vivos v --...rt.os durante 21 dta~. 

descart.•ndose a los ratones que MUrieron durante los pri .. ros 

tres dtaa después de la inoculación. 

hl El titulo de anticuerpos se deterMinó POr el mttodo de 

Reed y "'->ch. 
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3.6. • PRUEBA HISTOQLIIMICA. 

Se p1·~pararcw1 dihlciones 1: 10~ 1:20, 1:40 y 1:80 del suero 

d(' pollo o cobayo. a los rnonoestt·at:.os confli.1ent..es de cél•.,las 

Eil!V-21 pt·o::viamente infectadas con virus de la 1·abia cepa E:RA 

y cultivadas en placas de 96 pozos, se les adicionarot"t 100 

m1crol i tros de lill di lución correspondiente del suero de pol lc• 

o cobavc• inmutüzadc•s y se incubaron durante 2 horas, 

transcurrido el tiempo de inc•.1baci6n se lavillron los pozos 

tres veces con solución amort.19uadora de fosfatos (PBS> y se 

&9re9a.ron 1·00 microl itros de conju~ado ant.iespecie-peroxidasa 

(Si~111it.> y se inC.ubó nuevamente durante l hora, deSpues de lo 

cual se lavaron tres v•ces con <PBS> y s• e9re96 el reactivo 

revelador <7.~ mg. d• diaminobencidina, 15 microlitros de H20 

y 15 rnl. de PBS>. se incubó 30 minutc•s a ten1perat1ira 

ambiente. La soluciOn reveladora se descarto, se lavaron los 

pozos con PBS v se observaron al microscopio 6ptico, come• 

controles negativos se utilizaron monoest.ratos confluentes de 

céll4las BHl''-:21 rto 1r1fect.adas. 

Se observaron las diferencias ien la~ est.t·ucturas 

coloreada~ por E:l s•.•erc• de cobayo y por el suero de ave. 



4. - RESULTADOS. 

Tttulos de anticuerpos r1eutralizantes. 

L..:•S t.itulos de anticuerpos neutr-al izantes obtenidos de los 

suef"os de los ani•ales sangrados el dta 19 del calendario de 

inmunización se 111uestran en los cuadros Nos. 1,2,3 y 4. 

a~lmisMO,. estos resultsdos se encuentran concentrados en el 

cuadro No. S en donde s• pl1ede observar que los sueros de los 

pollos no produJeron ant.icuerpos neutralizantes, 

inc:iePendient....-.te de la cepa utilizada para inmunizar. en 

caMbio los sueros de los cobayos presentan altos tttulos 

(1:625. 1r264) .tallbi•n sin iMportar si se inmunizó con la 

cepa ERA o con la cepa CVS. 

Tc•dom los anlmales se sangraron en blar1co el dtr. :iS del 

calendario de inmunización, los sueros de los 2 animales 

intM.Anizados con l..a mis•a cepa se co~binaron resultando una 

mezcla de. suero de pollo y una mezcla de ~uero de cuvo por 

·=ada cepa de virus de rabia emF•leadc para inm1..uiiza1·. 

C.on esto~ sueros se prob6 la capacidad de neutr111lizací6n 

de- las· cepas CVS. ERA y Roxane.. Lc•s resultadt.1s de la 

neutralización de est.az cepas se muestran en lo'!. cuadros 6.7 

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

m1..1estran el concentrado de estos resi.1ltsdos. 

Pru~ba histoqui•ica. 

Las fi9uras 2 y 3 correspondan.a las c•lulas BHl<-21 no 

1nfect.adaE y t.ratadas con suero d• cobayo <Figura 2) y con 

suero de pollo <Figura 3>. En niñguno de los casos se 
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observan estructuras similares a inclusiones virales: o de 

cualq1.üer otro tipo. 

Las f19uras 4 y S corresponden a células BHK-21 infectadas 

cc•n la cepa ERA del virus de la rabía. La figura 4 t.ratada 

con suero de cotMiyo in111une no~ muestra una definición clara 

de las inclusiones intracitoplas111t•tícas, resultado de la 

repl icacion viral. En tanto qu., la figura 5, tratada con 

suero de pollo ¡,,.,,,.... nos ..-stra una coloraciOn ••s difusa 

que en el caso ant•rior• sin ..t>argo •sta coloración fu~ 

siempre positiva con respecto a los controles no infectados. 

En. a.t>os casos los sueros provenlan d• ani••l•s inmunizados 

con la c•P• ERA. La coloraci6n positiva s• observo tambien 

en allbos casos hasta la dilución 1140. 

El dano ~ el virus provocó •n las células infectada5 

hac• aparecer • 6stas en W1 l90n0estrato con c61ulas aisladas 

en contrast• con las c•lulas no inf•ctadas <Figuras 2 y 3) en 

las qu• se ob!ierva ••vor wiiformidad. 
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CUADRO 1+ 1. 

1 
¡ 

' POLLa 11 '.. 
1 
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¡ !i!:':-:r~~ 
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1 1:5 

l 11!S 

¡. l1l25 
1 

CUADJlO .i 2 

POLLO 1 1, 
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!KOCUUOOS 

TITULO M AMT! CUERPOS r 1 

POLLO 1 2, 
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CUADRO 11 4 
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CUADRO 11 6 

1 1mmADA 
UACUHA DILUCIO~ m~~ES R~!iHfl !l!ULO 
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ERA 1125 5 5 
j e 
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CUADRO 11 7 
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CUADRO M B 
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CUADRO lt 9 
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FDGIJIAA i 
SERONEUTRALIZACION DE CEPAS DE RABIA CON 
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FIGURA 2 
t•lulas BHf(-21 no infectad•• .,.... tril.t ad&'! (:C•n ~\tero 

de c:ob•yo. 
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FISLIRA 3 
C.lulas Etl·W-21 no ir1fectadaE 't' "':n:.~t~d~= =:in su•t·o 
ele POilo. 
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FIGIJRA 4 
c~1·:11.:.:=- B~-U.·21 it"lf~7~:t~a:a c: .. ~·1 1a CePa ERA del ... ·in.AS 

:ie !.:- r;:.,bi:- t ... rataci:is e::..-, si..u:rc. de:. cobaY·:• inmune., 
1·1c:•E r111.•e5~,-~ ._.t·1& dE:'finic1C•l'1 C]ét·a de le!: incluz1one: 
ir.~r~~i~oplasmi!.>t.ice:.. reEul't.ed.:.' de le: t""i!Plicac1ón 
\'l f'é- ~. 
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FIC.;IJRA : 

C~lulas BHt<-~1 infec1=.Qjc.s. c 0:,r1 la -::eFeo ERA dei -.·u·L~S 

·:t.:: l;i rabia tratadas con s:1...ie:1·0 de p.:11:• inrn1..1ne~ nos 
;nr.~e-:i:r& wia coloraci61·1 más di f•.JEC\ ar.te en el O:.itSO 
Qtits-ricw. 



s. - DISCUSION. 

Existen PC•cos reportes acerca de la respuesta inmune de 

aves contra el virus de la ·rabia.. Cough y Jc•rgenson (1976>.,. 

encontraron bajos titules de·anticuerpos no n~utruli:zantes en 

al91.mas aves silvestres depredadoras que probablemer1te fueron 

inoculadas por via oral. Blancou y Zamudio <1975> inocularon 

experimentalmente aguilas rateras <Buteo buteo> con virus 

ré.bico por las vtas intra•uscular y oral y solo encontraron 

...-.a nula o ligera respuesta de anticuerpos neutralizantes. 

Brochier v col. <1987> inocularon experilftentalmente por via 

oral diversas espec:i .. de aves depr.cladoras silvestres con la 

vact.rta reco.t.inante vaccinia-protelna G v no observaron 

alcauna resPUesta de anticuerpos neutralizantes hacia el virus 

de la rabia·. En el presente trabajp la inmur1izac:i6n de pollos 

con dos vacunas del virus de la rabia, una inactivada y ot.ra 

viva no produjo anticuttrpos neutralizantes contra la cepa CVS 

en cambio los cobayos· inmunizados con las mismas dosis que 

los ·pollos produjeron altos tltulos de anticuerpos 

neutralizantes. Esto y el resultadd de las investigaciones 

antes descritas sugieren que las aves n.o responden a los 

determinantes anti96nicos del virus de la rabia de la misma 

Man9ra que los ma~tferos. 

Al real izar l.a neutral iz:aciOn de las cepas ERA v Roxane: se 

obtuvieron altos t.1t....,1os con los ..._ros de cobayo, y los 

sueros de los Pollos inwtunizados con vacuna inactivada CVS 

produjeron tttulos •As altos que los sueros de los pollos 

irwunlza®- con la cepa ERA-
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Y•· '=lt.Uti: l'::o•.s: aves l'llD> Sl!ln• s~sc-eptiit!l·les a l:a. r-abia., el virus 

no .=:•f: r.epl!.11ira -=m. ~st.r:is a.tr111'm.:a·ll-es,. es.t.o ptrobabl~nte seó ta. 

cau..1sa de- qcie se F?tr"ID•:bui=.ciil Nt'1S r.-e-spwes.1ta. maya~ en pollos C:Of't la 

.... a::i:Jina· Íltniitdil~acfa cp.-. C0"11 lla. V.ilCIUl!la. V~Va .. 

Pl!lf.'" o~r.'"GI· Diidtn· ttambilf!fru S:oi!.' emco11'1:ttro!I· "=!•~e ccYrit.l"'a- 1a. cepa 

RCJtl(ame Il..:1s it.tit.wi.i!.1Ds deo a1"'1,1tilo.uetrpiIJS ~ralir.lt'1t.~ 'f~et'"on 

111•yior.-as qa¡,,a- a:CJ'1t.l'!""a Jlilt c-epai ERA't.. Cl.tr·ido ~ qve la cepa Vact.-&al: 

ilmadi"- f.,. D,. - -•nO· D;o. ire5P-.>ta f>M:ia la cep;o 

v•o:.wt•·l! ~ox.v.re signt1fil~ ~e lla. cetPiis CVS Y. R~ C'.)91f?ar+Ci!t"t 

dlt.t.e~mitmer.dtes, ~t;:i.'*1-icos W'I• lla ~]l i:c:QP,..-ot.elna pero la. 

_t,.,aacJu:lb5 ..,, 5iltil- <:f,tf"•,...,.,t_ aD -teoFO· de tal -.ra ~ 

los •~~bcue~pos ~ecm~cCen~ me,f<:1r. na ~~nf ormaciórl d5- ~atne ~ 

ta· dfÉ, !la. homollo•:;a: •~VS-. 

l!..a. bai1.a, rres¡;n.ue5ta. dia: ll.·:i~· po·llli.as hacia ta cepa. ERA 'Se 

~:1hrdi• t.-tb·ii*11 IPOf'"" me1:1:110· de- lle- pr.chEba rast;oq..,.f•ií.Cit',.. =i:.n1 

eml:illr.9D• se tre.c:atMdleltlda ern• ¡:itr1t1.t.~11ml!iS est.i.:Jdios. l:ltiii:ar- tkn.icas: 

c!llmo• lla t1"nnumot.tr"afl'lsifelfetf11:.11• ~ª""ª dle:te.ctar- O'Jiti de .nas 

Pf.'O~e-bnas rii:ailles rreo:rmcnce: ell sc¡er..:i• die- P1!1•lllo· •~-

tl'.t....los altos 

i~e1f!.~f!;. .. da llill C::Bll• i.:¡t;iJ.llilzacla- com1:1• vac\.WWll.,.. est•:t5 

ar.a.ii"'a!er se U&f:illliaaron• ccml!I• ~r.&t.r."""0·11es Y• ~·las dosts ., ~as 

-.,1!as • i~~-1 :tfwetrolfh lla.s: •~sllta'S que. si..,.• Jlois: pQl!.Los,. 

-tos ,,_¡11-.: =.-..-oi:.o..-- ..., • .._ - - ia ...-ac:id:adl de 

~~ ...... _,_ ..... --·- --·~-



.6. - CGllCl..U&IOIES. 

es diferente a l• d9 Jos ~obaYo5. 

:::? .. - 'Los pollos r•Sl)CJl'lder'°l. Mejor a l!a. vacun•. i:nact.tvada,_ 

3.- Los sueros de pel.J:o ffuerot"l capaces. de_ tne\!•t~a.I:izar. l:a 

cepa Roxane pero no· t.i. c~a. CVS., 

ESTA 
SAlm 

TESIS 
l'l:: \_~· 
La.. ·' 
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