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ZACICH DE RARLA £ STEM

La Rabia es una enfermedad infecciosa aguda y, casi sin
Lz P
axcepcidn, mortal, que se manifiesta, en los casos tipicos, por =
un trastorno del conocimiento, aumento de la excitabilidad nervig,
sa y sintomas paraliticos consecutivos, y que generalmente se ==
trasmite & otros animales y al hombre por la mordedura de un anj
mal enfermo (29). Su agente patdgeno es un virus neurotropo cla

sificado como Rhabdovirus (Koprowski H.1957) (14).

La enfermedad y su caridcter contagioso, asi como el pe-
ligro de la mordedura de los perros hidréfobos, eran conocidos ya
desde Aristételes: pero hanta 1880 se crefa wn la posibilidad de —
su desarrollo espontdneo, y se admitia que podria provocaria los -
alimentos dernasiado calientes, la privacidn de agua para beber, -
la falta de satisfacer el instinto de reproduccidn y las excitaciones
nerviosas intensas, Celwus describe una relacién entre la hidrofg
bia un el hombre y la rabia de los animalea, La trasmisién de la-
rabia a un perro sano con inoculacidn de saliva fué reportada por-

Zinke on 1804 (28),
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Pasteur en 1884 fué el primero en modificar la patogenigi
dad del virus, haciendo una serie de pases intracerebrales en hudg
pedes naturales (22). En 1903 Negri descubre los cuerpos de incly
8ién intracitopldsmicos, en células nerviosas de humanos y 1nimg,

les infectados con virus rébico (20) .,

En 1930 Hoyt y Jungeblist fueron los primeros en aislar el
virus en ratones blancos, siendo hasta la fecha el método mds co-~

munmente usado para el aislamiento del virua (9).

Las primeraa noticias del alslamiento del virus ribico en
cultivos cslulares son los ensayos realizados en 1913 por Levaditi
quien utilizd los ganglios eapinales provenientes de animales in--
fectados con el virus rdbico (16). Posteriorments, ¢l mismo Le=-
vaditi en colaboracién con Schden, logré cultivar el virus rébico —
en células provenientes del tumor de Pearce del conejo, observan-
do la formacidn de los corpisculos de Negri ¢n el citoplasma cely
lar (17). A cstos invastigadores siguieron viarios otros como: Ka
nazawa, Schultz Williame, Kliger y Bernkopf, quisnes continuaron

exparimentando con virus rdbico on cultivos celulares,

En 1945 Parker y Hollender reportan que el virus rdbico~
se cultivé en tejido cerebral suspondido on solucidn de Tyrode (21).
En 1954 Boquingnon y colaboradores, lograron cultivar el virus =

en explante de rifdn de raton mediante 1a téenica de tambor giratg .

ric (2).
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Kissling en 1958 cultivé por primera vez ol virus de rabia
en células no nerviosas (13). En 1960 Kaplan y colaboradores de~
mostraron 1a presencia del antfgeno rdbico en células de rifién de-
"Hamster'' (Cricetus aureus), mediante la técnica de anticuerpos
fluorescentss (11). Fenje obtuvo una alta concentracién del virus
en cultivos de dialisis obteniendo despude una buena vacuna (5}, -
En 1961 Martos y Atanasiu mostraron las inclusiones intracitoplis
micas producidas por el virus rdbico en células de rifién de "Hams
ter' (Cricetus aureus) (19), En la actualidad el virus es cultivado
con éste en una Iinea de células provenientes de rifién de "Hams-
ter' aislada por Mc, Pherson y Stoker conocida como BHK-21 --
C. 13 {"Baby Hamster Kidney Batch 21, Clone 13"} en la que se -

ha comprobado una reproduccién rdapida del virus (18).

Sedwick y Wiktor en 1967 realizaron la técnica de placas
para rabia (27), En 1973 Kaplan v Koprowski pubiicaraon que la tég
nica de reduccidn de placas con e¢dlulas BHK-21 13-S suspendidos
en agarosa, la cual es usada hoy en dia en muchos laboratorios pp
ra svaluar los anticucrpos neutralizantes del virus de la rabja ==
(12}, Este método ha demostrado acr mis sensible para detectar
anticuerpos min rapidamente, estos investigadores afirman que ~
tos recultados estin en completa correlaciédn con la téenica cldsi=
ca de incculacién intracercbral en ratones, Una de las ventajas -
de eute nuevo procedimiento es gque el resultado final, puede obte-

nerse on 5 6 6 dfas, miontras que para la sevoneutralivacién cligd



47,
ca por inoculacién intracerebral al ratdn, es necesario esparar de 12

a 14 dfas,

Unos deo los problemas més graves que existen en salud pi—
blica y en la ganaderfa latina Americana es 1a rabia paresiante bovi-
na 6 "Derriengue’’; en México de acuerdo con los datos disponibles -
de casos de¢ rabia en humanoy y animales, puede considerarse que, -
en mayor o menor grado, la rabia es anzudtica en todo et pafs, por -
lo que es considerada una de las enfermedades que causan pérdidas~
econdémicas mas importantes, no solo en nuestro pafs sino que tam=—
bien en todo Latinc America. La F.A.O, establecs que posiblemeg
te un milldn de cabezas de ganado mueren anualmente de rabla trag,
mitida por vampiros an América Latira, entre ¢l norte de Argenti-
na y el norte de México (25), El problema es adn més critico en sp
lud plblica ya que el hombre puede adquirir la enfermedad cuando =
68 mordido por un animal infectado. En el departamento de rabia -
paralitica (Derriengue) lecalizado an el Instituto Nacional de Inves-
tigaciones Pecuarias, donde so llevs a cabo este trabajo, estamos =
interesados en ayudar a la investigacidn de cete problema y pensa=
mos que es de mucha importancia, investigar las diferencias on el
tftulo de seroneutralizacién, con diferdantes cepas de virus, como=
una indicacién de posikles diferencias antigéricas sntre virun ya-
que se ha comprobado que hay diferentes respueatas inmunolégicas
cuando se inocula 4 se vacuna con diferentes capans de virus rébico,

Por otra parte s importante conocer los indiced de neutralizacidn
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de un antisuero especffico contra una daterminada cepa, para investj
gar indirectamente si otras cepas poseen la misma capacidad antigé
nica, lo que on un momento dado dar{a una indicacién cuando se enr
pleen cepas recien aisladas 6 que no se habian adaptado anteriormep

te 2 cultivos celulares.

El proyecto de Rabia Paralitica cuenta actualmente con & -~
sistemas para detzrminar los indices de suero neutralizacién: La ~

prueba cldsica en ratones y la prueba de reduccidn de placas.

Este trabajo tiene como finalidad tratar de determinar la —
existencia de una correlacidon entre ambas pruebas, ya que si la ~--
prueba de placas proporciona resultados constantes, podria subsis-
tir a la prueba clisica en ratones por ser mds sensible, mas econd

mica y obtenerse resultados en un menor tiempo.
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MATERIAL Y METODOS

1.« oEDIOS DE CULTIVO.

A). « BHK.21 (Gibco) (Grand Island Blological Compa
ny). Ajustindose a un pH de 7.1 utilisando HCL -
O, 1IN, posterior~ente se esterilisa por filtracion
{tiltros eMlilipore 0,22 =icras) envasindose an vo
{Gimenss de 500 6 1,000 =i, ¥ conservandose & ==
4°C, En nuestro laboratorio todas las filtraciones
se efectlan bajo preridn positiva.

B). « Caldo ds Triptoss Fosfatada (TPB)} (DIFCO)2%5g,
en 1,000 1, de agua bidestilada estéril y deloniza
da, La estarilizacion se sfectud en sl autoclave a
15 libras do presidn (121°C.) durants 15 ~inutos,

conservindose s 4°C,

C). « Solucidn salins fosfatads,

Solucion "A"

NACL 8.0 g,
KCL 0.2 g
'an HPOy 2.9 g.
KHz POy 0.2 g,

H20 bidestilada 800.0 w1,



Solucion "B"
Ca Cl, 0.1 g.
Mg CL2 0.1 g.

HO bidestilads  200.0 ml,

Estas dos soluciones de esterilisan por separado en
el autoclave x 10 libras de presion durante 10 minu~
tos, se dejan enf{riar a termperatura ambiente y 50 -
mezclan las dos saluciones A y B; refrigerindoge a

4°c,

D). - Tripsina 1:300 (Mann Research Laboratories Inc ~w

Naw York, New York 1006),

Un gramo de esta tripsina se disvelve en 100 ml, de
PBS libre de Ca. y Mg. {C): y se eateriliza por fil-
tracidn (filtro Millipore 0,22 micras), Se¢ envasa en
volimenes de 5 =L y a6 congela a -20°C. Antes da

vsaroe se diluve 1:4
E). « Penicilina y Estrepto—icina (SQUIBB)
Penicilina G Pracafnica 1,000,000 U, 1,

Sulfato de Estreptomicina 1 g.

H, O bidestilada eatdril 50 wl,



F), -

-

En un ~ililitro de esta solucidn tene~os 20,000 U,1

de Ponicilina y 20 ~g, de Estrepto~icina, Eesta so

lucidn es conservada a —20°C.

Micostatina.
Nistatina (SQUIBB) 2,400,000 U. L.
H,0 bidestilada estéril 48 ml,

Se agita csta mezcla durante 20 ~inutos, es envasa
da en voli~enes do | ~1, conservindose en conge =

lacién & —20°C. (50,000 U/~L.).

Gluta~ina 3%

L~ Gluta~ina (Mann Research Laboratories) 3 g.

Solucion Salina Fisiologica 100 ml,

La esterilizacidn se realiza por filtracidn (filtro -

Mlllipore, 0,22 ~icras) sc conserva a ~20°C.

H), - Na HCOj al 4. 4%



1). -

I} -

Na HCO3 (Lab. Merck) 4.4 g.

Hz O bidestilada 100.0 mi,

Se esteriliza por filtracion por (filtros Millipore, -
0.22 micras) se conserva en refrigeracion a 4°C, -

en voliwenes de 20 -1,

DEAE Dextranal 0.5 %

DEAE Dextran (Sig—a Che~ical Co—pany} 0.5¢g

PBS libre de Ca.y mg. (Sol. A) (C) 100, 0 1.

Se esteriliza por filtracién {Millipore 0. 22 ~icras)
conservindose en congelacion a —20°C. y envasin

dose en voli~encs de 5 L,

Medio Eagle 2x

Se utilizan dos sobresde Eagle sin rojo de Fenol -
(Gibco) por cada litro de Hy O bidestilada y deioni-
zada: se ajusta ¢l PHa 7.1 con HCL al IN, se en-
teriliza por filtracion (Millipore 0.22 micrag) y se
envasa en botellas de 500 ~1, y conservandose en~

refrigeracion a 4°C,
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K). - Solucién de Rojo neutro

L), -

M). -

Rojo neutro (Lab. Marck) 1 g

H20 bidestilada deionizada 1,000 mi,

La solucidn es esterilizada en autoclave a 15 libras
(1219C,) durante 15 minutos, se envasa en botellas
de 250 ~1. y se proteje de la luz con papel estafio -

conservindose a 4°C,
Suero Fetal bovino (Flow Laboratories)

Este suero es adquirido en for~a l{quida y se wan-—

tiene congelada a -20°C,

Antes de usarse es inactivado en baflo Mar{a a 56°C,
duranta 30 minutos, se deja a temperatura ambiente
y posterior~aente se conserva en refrigoracidn a -

4°c,
wiodio de crecimiento.
Medio BHK -21 (I-A) 80 %

Suero fatal bovino 10 %

Caldo de triptosa {osfatada 10 %
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Antibidticos:
Penicilina 50 U, 1, /ml,
Estreptomicina 50 mg. /i,

N). - Medio de ~iantenimiento.

Medio BHK -21 (I1-A) 98,0%
Suero fetal bovino 2.0%
Antibidticos:

Penicilina 50-U,1 /ml,
Estreptomicina 50 mg. /el

LINEAS CEL.ULARES,

A). - BHK-21 - Esta linea se obtuve de rifion de Ha—ster
lactants;: y ¢l I, N,1, P, la adquirio del Instituto Wis

tar de Filadelfia E.U A,

B). - 135. - Eata I{nea celular s una clona de la linea ~—
BHK -21 y fu¢ adquirida por el I,N.1, P, del Instituto
Wintar de Filadelfia £,U,A, yla clona 3 fue prepa-~

rada &n nuestro laboraterio.

CEPAS DE VIRUS,
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"

Antibidticos:
Penicilina 50 U, 1,/ml,
Estreptomicina 50 ~g, /1,

N). = Medio de n~iantenimiento,

Medio BHK-21 (I.A) 98.0 %
Suero fetal bovino 2,.0%
Antibibticos:

Penicilina 50.U,1, /ml,
Estreptomicina 50 mg. /=1,

LINEAS CELULARES,

A). - BHK-21 - Esta I{nea se obtuvo de rifidn de Ha~ster
lactante: y el I.N, I, P, la adquirio del Instituto Wis-

tar de Filadelfia E U, A,

B). - 13S. -« Eata linca celular ¢s una clona de la linea - =
BHK -21 y fué adquirida por el I, N, I, P, del Instituto
"Wistar de Filadelfiz E,U,A, y Ia clona 3 fué prepa~

rada c¢n nuestro laboratorio,

CEPAS DE VIRUS.
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A) - Virus "V.319", - De un vampiro (Dasmodus rotundus)

que fue capturado en ol rancho San Ricardo, localiza -
do a tres kildmetros al suroeste de la estacién San Vi
cente, municipio de Acatlin de Pérez Figueroa, Qax. -
El vampiro fue capturado en una red, colocada alrede-
dor de un corral donde se encontraban bovinos mordi-
dos por dichos quirdpteros. El vampiro murié cuande
ara trasladado al I.N,I,P. el 14 de febrero de 1969 y-
se congeld a —30°C., se cfectud el examen de su cere
bro y glindulas salivales, 3 dfas despuds por medio de
la técnica de inmunofluorescencia, encontrindose es -

tos organos positivos a rabia por dicha técnica.

Esta cepa fué adaptada a cultivos celulares mediante §
pasas en oslulas de embridn de vampiro, posteriormen
te se le dio 5 pases en células BHK-21, tomdndose de-
este dltimo pase una placa; la nimero 476 para purifi-
car el virus, despuds sc dieron 3 pases mis en estas -
3 - ’ 9
mismas celulas donde se alcanzo un titulo de 107 vaan-

UFP-ml.*

Esta cepa os utilizada actualmente para elaborar una
vacuna antlrribica comarcial, producida cn el departa_
mento de produccion del Instituto Nacional de Investiga

ciones Pecuarias (SAG),

* Unidades formadoran de placas.
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-Virus "CVS' (Adaptado). - Este es el virus standard

de confrontacién, proveniente del Instituto Wistar de

Filadelfia, Pennsylvania, E.U.A. fuc adaptado para
este estudio a células 135CL3 en el Departamento de
Rabia Paralitica Povina (Derriengue) del Instituto Na
cional de Investigaciones Pecuarias. Mediante 3 pa-
ses seriados en células 135CL3 considerdndose adap
tado a cultivos celulares cuando alcanzé un titulo de-

105'9Z y formaba placas en suspensiones de agarosa.

Virus Cepa "ERA" (Alto pasaje).- El virus original

provenicente de un perro rabiosoc y adaptado a ratén de
nominado SAD 4 (Strcet Alabama Dufferin), ha sido -

adaptado a cultivos celulares de rifién de Hamster por
Fenje y llamado SAD 4 HK 25. Después de 10 pages -
en embrién de pollo, el virus fué adaptado a cultivos-
celulares de rifién de cerdo por Abelseth y encontrado
guficientemente atenuado para su USo ¢n Varias espe-
cies animalen (1). Fué entonces que se le denominé -

Cepa "ERA", y después de 35/45 pases mis, sc usé-

para producir una nueva vacuna que lleva el nombre de

vacuna Cepa "ERA". El virus {ué adaptado a células -
BHK-21 par Koprowskl llegando a obtenerse tftulos de
1070

como miximo: la Cepa "ERA™" alto pasaje fué -

obtenida del Instituto Wistar de Filadelfia E.U.A,
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SUEROS.

L;aa sueros empleados procedfan de bovinos adultos hem
bras (negativas a la Prucba de Reduccién de Placas ---
(PRP) y Seroneutralizacién (SN) antes de la vacunacién)-
divididos en dos lotes, un lote localizado on el centroex
perimental de Ajuchitldn, Querétaro y el otro lote en el
I,N.I.P, Estos animales fueron vacunados con el virus

V-319, siendo sangrados para la obtencidn del sueroa -
diferentes intervalos después de la vacunacidn: A las dos,

tres, cuatro, seis, ocho Bemanas, tres y seis meses,

PREPARACION DE MONQESTRATOS.

Se utilizaron botellas de Roux, botellas de leche (Milk -
Dilution Bottle), cajas de Petri y tubos de Leighton. A -
partir de una botella de leche con el monoestrato comple
tamente formado: se procedit a quitar todo ¢l medio que
estaba an la botella, despuds se deposité | mnl. de tripsi-
na al 0. 25% que se pone en contacto con las células, se -
esperan unos minutos para que se desprendan lag células,
se procede a poner 5 ml, de medio de mantenimiento  «-
{I.N.)} para neutralizar a la tripsina y as{ proteger las cé

las estas cflulas son contadas e¢n un hemocitometro para
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saber la cantidad do células por ml. que so tiene, a fin de
poder sombrar 1a cantidad de células adecuada segin el -

reciplente que se utilice,

Las botellas de Roux so siembran poniendo 100 ml, de me,
dio de crecimiento (I.M.) y aproximadamente 13 millones
de células, Con las botellas de leche se usan 15 ml, de -
medio de crecimiento {I.M.), v 3 millones de células ----
aproximadamente, A loe tubos de Leighton se¢ les pone --
con un cubreobjetos, ! ml. de medio de crecimiento (inci-
so 1 M) y aproximadamente 100,000 células, Estos tros -
tipos de recipiente, cuando ya han sido sembrados con cé-
lulas, se incuban a 37°C. durante 72 horas. Al cabo de -
oste tiempo ya se ha formado un monoestrato satisfacto--
rio. Para la formacién de monoestrato en caja de Petri -
de 50 mm, #e colocan los cubreobjetos y se ponen 10 ml.-
de medio, con aproximadamente 1.5 millones de células,

Estas cajas do Petri se incuban a 37°C. en una atmésfera
de CO3 al 5%, y se revisan cada 24 horas para observar-
el crecimiento do las células, asta observacidn se reali~

za con un microscoplo invertido.

ANIMALES DE LABORATORIO,
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Se emplearon aproximadaments 300 ratones blancos de 21 . -
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dfas de odad: éstos fueron inoculados por v{a intracere--

bral, administrindole a cada animal 0,03 ml. del indculo.

Los ratones fueron observados diariamente, consideranrdo

como muartes no especilicas, aquellas ocurridas antes de

los 5 dfas después de la tnoculacién.

SERONEUTRA LIZACION,

A}, - IN VITRO (Prueba de placa para rabia)

1. -

Preparar agarosa al 1% oal 1,25% (Bausch y --
Liomb) an agua destilada,

Esterilizar por cbullicion durante una hora en ba
flo Mar{s y mantener la suspensidn a 56°C,
Preparar ol siguiente medio:

83 ml, de Eagle 2x sin rojo de fenol

2.5 ml, de bicarbonato de sodlio al 4. 4%

1 ml. de glutamina al 3% (8§ el medio Eagle uno -
contiene glutamina)

I ml. penicilina {20,000u,1. /ml) mds estrepto--
micina 20 mg/ml.

0.2 ml. do mycastating (80 mg/ml)
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4 ml de suero fetal de bovino,

Agarosa nutritiva:

Mozclar la agarosa y el medio anterior en canti
dades iguales y mantenerloa 46°C. (la concen-
tracidén de agarosa es ahora de 0. 5%)

Distribuir 2 ml. de esta mezcla en cajas de Pe-
tri de 35 mm. de plistico Falcdn y dejar soldifi
car la agaroea antes de cambiarlas de lugar (ha
cer astallar las burbujas del agar con la punta -
caliente de una pipeta de Pasteur antes de quela
agarosa se solidifique).

Tripsinizar suficientes monoestratos de células:
135CL3 y ajustar la concentracidn de células a-
10x108/mt.

Suspender las células en un madio contenido:
98% medio de BHK-21 con antibidticos.

2% de suaro fetal de bovino,

Conservarlo a 36°C.

Mezclar las células con pipeta para separarlas,
ya que tianden a agruparse.

Agregar la suspensidn de células a un volumen-
{gual de agarosa nutritiva con agitacion continda;
manteniendo esta suspensidn de células en agaro

sa 2 46°C, en un recipiente pequafio con agua a-
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esta temperatura. La temperatura es critica, ya
que si se enfrfa la mezcla, ésta se solidificard y
8i ¢3 mds alta la temperatura, las células mori-
rén.
Agregar | ml. de csta suspensi6én a cada caja de-
Petri. De este mcdo se usan 2.5 millones de cé&
lulas por caja; distribuyendo uniforme y suavemen
te la células haciendo estallar lus burbujas si es-
necesario; dejar las cajas de Petri as{ prepara--
das sin moverlas por lo menos 10 minutos para~-
permitir que se solidifique la agarosa,
Colocarlas en una incubadora de CO, y usarlas pa
ra infecci6én con un minimo de 3 horas después de
preparadas.
Incubar a 36°C. con 5% de CO, vy 90 a 95% de hu-
medad,
Después de permanccer 3 horas en la estufa, se-
procedi6 a infectar las cajas con .05 mnl. de in6—
culo. Este in6culo antea de utllizarlo para la infec
ci6n fué incubado una fora a 36°C. con la corres-
pondiente dilucién de suero.
Despuén de 7 dfan de incubacibn, las cajas se tiflen
con la solucifin de rojo neutro colocando cn cada ca

ja de Petri 2 ml. de la mezcla siguiente:

96.3 ml. Eagle 2X.
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“ 2.5 ml, 4.4% de bicarbonato de sodio
1.0 ml, de penicilina mas estreptomicina «wuua
{20, 000)
J.2 ml. de micostatina 50 microgramos ml. -
(U.I./ml.).
10 mi, de rojo neutro son mezcladoe con 90 mi,
de la mezcla de agarosa y medio,

13, - La lectura puede hacerusc desde una horn des~-
puds de la tincidn, aunque regularmente se Llo-
va a cabo 24 horas despuds,

Las placas se aprecian mejor sf se observa por

contrasta con luz-verde,

VII. - TECNICA DE INMUNOF LUORESCENCIA,

A). - waaterial:

1). - Laminillas con ¢l monocstrato bien formado,

2). »Globulina antirrdbica oconjugada, basada enla -
técnica dal Centro Panamoricano de Zoonosis;
Argentina,

~-Suspension de cerebro normal al 204

.

3)

4). -Suspension de cerebro de ratdn infectado al 20%.

5), - Portaobjetos

b), - Estufa con una temperatura de 36°¢,
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7). Microscopio Laitz Wetzlar Germany 717554 a Fil

tros . (Para observacion de fluorescencia.)

Procedimiento de la tincién.

Las laminillas son sacadas del recipiente y se obser-—
van, eligiendo aquellas que tengan un monoestrato de -
células completo, estas laminillas son secadas a terope
ratura ambiente, dichas laminillas una vez secadas se-
cortan en tres partey, dos de estas partes son fijadas-
en el portachjetos con cemento para plastico, que evita
Fluorescencia inespecifica, Después de montadas las-
laminillas en ¢l portaobjetos, se colocan una o6 dos go-
tas de una mezcla de globulina antirrdbica conjugadas -
con suspension de cerebro normal en una de las lamini
llas, mientras que en la otra laminilla ponemos una o-
dos gotas de globulina antirrdbica tratadas con cerebro
de ratén infectado al 20%. Los portachietos se rolocan
en una camara himeda y esta edmara vs incubada 30 mi
autos a 36°C. Posteriormente la incubacidn, se Proes .-
cede al lavado, surnergiendo las lamintilas en una solu
cldn amortiguadora de fosfatos con un pH. 7.2 durante-
10 minutos; despuds s¢ enjuagan en agua destilada y se -
secanal medioambiente oncon un secador de aire, Unaves

secas las laminillag pueden ser observadas al microscopio

IR R RV L b S ¥ Y Yo N ol 'Y ¥
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de inmunoflucrescencia Si se pretende guardar las.

.. laminillas deben protegerse con un gut_ﬁ_;»e objeto fija-

do con elvanol; y conservarse en vefrigeracida,

X, - DILUCIONES DEL INOCULO.

A). -

Suaeros.

Los sueros en diluciones dobles v cuddruples fueron -
mezclados con cantidades cquivalentes de una dilucidn

congtante de virus y la mezcla ya incubada por una ho

) P . . . ‘
ra a 36 C, fuf depositada en las cajas de Petri en can

tidad de .05 mi/ecaja paralela a la prueba en cajas de-
Puatri, otra prueba de seroneutralizacidn se efectud -
an ratones blancos de 21 dias de edad utilizando las -

mismas diluciones de suero y viras ¢ incculando L 03

4 s a1 Japnd N
ml, por raton por via intracevebral. (5 ratone? por <y

da dilucién)
L.oa virus utilizades s¢ mencionan on el incise {I11) es

tas cwpan viricas se utilizaron con diluciones finales -

“diforentss:
V-31y  Dilucidn fipal 1:600
CVs Adaptado ditucion final 1:80

ERA Diluctdn (inal 1:800



22

RAES ULTADOS

ADAPTACION DEL VIRUS "CVS" A CULTIVOS CELULARES

La adaptacion del virus "CVS'" a células 13SCL3, menciona -
do en Material y Métodos (Capitulo anterior), se realizd con

la técnica siguiente:

4 cubroobjetos estériles se colocaron en cajas de Patri de =
50 mm, y células 135CL3 pase 25 s¢ sembraron ¢n cada una
de ellas. Una vez crecidas lascélulas (monoestrate) se infeg :
iw.ron con virus CVS en diluciones 10°- 102 y en presencia --

- de DEAE Dextran (100 mg/mi,)

Deéputfﬂ de una hora de incubacidn a 379G, y 5% de COZ cor;-
lus diferentes diluciones del virus se procedié a ponsr a lag

ce'lula.s‘nmdio de mantenimiento. Los cubreobietos se tifie —
ron 3 las 30, 48 y 72 por la téenica de anticuerpos fluerescen
ren,. A las 48 horas de infectadas las células, coscorhames of

aobrenadante de las 2 diluciones o sea Ae foy cajaz 1O

2 . .. e
107, la caja de Ia dilucion 10 ! g6 roantuve «n angri

a -20°C. durante 24 horas despuds de los cuaies se descun -
. (2 .

geld y se procedid a envasar, etiquetar, y congelar nucvaoen,

te a —~70°C. Eate primer pase de (CVS) se identificd coma -

CVS 1. Con el CVS | infectamos botellas de lechs y tubos de-

Laeighton con célulay 138CLy pasw 27, tindndasc los cubiroub .

jetos de low tubos de Leighton 30 horas después de la infec ~-
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cién. El resultado fué positivo a la técnica de inmunofluores
cencia {lamina 1), obteniendo as{ el scgundo pase del virus a-
cultivos celulares. Este virus (CVS 2) fué titulado en prueba
de placa con células 135CLy (pase 30). Las diluciones fueron
de 107°a 10'4, utilizando 4 cajas por cada dilucidn, los re--
sultados fueron favorables ya que encontramos placas en dilu
ciones 10°%a 10"3 esto significa que el virus se estaba adap-
tando a las células, Posteriormente infectamos botellas de -
leche con células 13SCL3 {pase 25) que fueron infectadas con
el virus CVS (2); de esta botella infectada obtuvimos 3 mues
tras, la primera a lag 48 horas después de la infeccidn cose
chando el medio y afiadiendo nuevo medio de mantenimientoal
mismo monoestrato la segunda cosecha fué a las 96 horas y la
tercera cosecha a las 120 horas, En este dltimo pase se reali
zaron algunas modificaciones en la técnica ya que, ha esta - —
muestra se le neutralizd el pH. (aproximadamente a las 72 he
ras, se cosechd ese medio a las 96 horas y su puss nueve me-
dio de mantenimiento, despuds se neatralizo el pH. a las 110.
horas, a lay 120 horas, se procedio a congelar la botella a -~
—20°9C durante 24 horas, posteriormente se de scungclé y cen
trifugd a 2,000 R, P.M, durante 5 minutos, ¢l scbhrenadante lo
envasamos ¢p tubos de plisncu de 2 mi,, poniendo ¢n cada tu~
bo 1.5 mi. identificindolo como CVS$ 3, y rapidamnente se praze

di6 a congelar a —70°C. conservindosc a ¢sta ternperatura.



Lamina 1. - Preparacién coloreada con anticuerpos fluorescentas, mos
trando puntos antigénicos de diferentes tamafios dentro del Citoplasma.

El nucleo siempre esti libre de inclusiones.
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Este virus se titult en la prueba de reduccidn de placa y se
obtuvo un resultado favorable, ya que se ancontrd que el vi,

rus tione un tftulo de 105'92.

Una vez adsptado este virus, se utilizb para el estudio com
parativo con otros virus ya conocides, cabe mencionarse --

que la adaptacidn de esta cepa de virus a cultivos celulares,.

se realizb exclusivamente para este estudio.
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RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SERONEUTRALIZACION

- Los resultados de este trabajo se ilustran en los cuadros del
No. 1 al No. 8 y enlas grificas No. | a la No. 16, correspondiendo 2

grificas por cada uno de los cuadros.

Las grificas se trazaron empleando los resultados obtenidos
enlas pr\;ieba.s de seroneutralizacidon {cuadros 1 al 8), tomando en con
-sideracidn que cn cada grifica se usd un virus como basc y el otro al-
“azar del mismo suero y muestras con los dos virus. Para trazar la -
posicibn del virus como base, se tomd en cuenta la abscisa y la orde-
nada a fin de ajustar los datos a una linea y para trazar la posicibn del
virus al azar s& tomd en consideracidn el sitio trazado del virus base-
y la cordenada vertical (abscisa)., Para trazar la otra gréfica se in.—
vierten los datos, tomando el virus que se usd anteriormente como ba-
se, al azar y ¢l virus que se ush anteriormente al azar, shora como -
bage; de igual manera se efectud la comparacion de las dos pruenas --
biologicas diferentes (seroneutralizacibn i}i YL\_’_Q .EI.E ‘.:.‘__i;.))

En oste trabajo los anticuerpos producidos por la inveculacidn
pe dividieron en dos grupos: Lo anticuerpos tempranos seilalados «-
en las grificas, corresponden a la respucsta obtemda a 2y ¥ sema -~
nas después de la innculacibn, y los anticuerpos tardlos corresponden
al perfodo posterior. En las griificas que muestran el estudio compa~
rativo entre los dog sisteras bioldyicos {(IN VIVO E IN VITRO) se ~~~

consideraron anticuerpos tempranos hasta 4 semanas despuis de la ~

inoculacidn y tardios de & semanas ¢n adelante.
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LOGAR|TMOS DE SERONEUTRAL ! ZACION.
(Cuaomro No. 1)

V319 ' CV8 (Aoar.)

* 987.28, 4,148 T .15 3.0 T a2
989-28. 4,239 = .139 320 T 129
992-28. 3.658 ¥ 17 2.5 T 129
995-28. 3.999 * .233 3,256 L 188
987-35. b.sho . ike 2721 2 150
989-38. 4.228 & 117 , 3291 = 164
992-38. 4,528 ¥ 188 2,551 ¥ 162
995-38, 4,062 ¥ (176 2.86 I 186
91538, 2473 & .135 200 1 s
949.38. 3.742 £ 219 2,533 = .88
951-38. 2,383 & .196 2.0% = .
96238 1,340 = .156 2.087 1 .88
971-35, 3115 1 270 2.685 ¥ 156

#NOTA: 9872 No. da Arete. 25« dos sewanas. 4. 1482 logarit~o de la dilucidén -
140604 .153= desviacion estandar, ot (dos veces ¢l ervor estandar) Ii-
mite de confianza al 95%. La columne de la derecha correspoade al lo-
garitmo de la Dilucidon t el arror sstandar, dal mismo suero y la misma
mugstra de ia columna lzquierda, pero con diferente virus. De esta -

migma manera estdn anotados los datos en todos los cuadros,
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LOGARITMOS DE SERONEUTRAL I ZACION

98T-2S.
989-25.
99228,
995-25.
987.3s.,
989-35.
952-35.
995-38.
915-35.
949-35.
951-35.
971.38.

4+

4,148
4,239 T
3.658
3.999 ¥
L,sh0 }

14

4,228 *
4.528 T
4,062 %
2.3 2
3.2 ¥
2,383 ¢

3115 %

o156
<137
147
233
148
17
188
176
135
219
.19
2Th

{Cusroma No. 2 )

ERA

z.823 1 62
3aus I s
2,516 2 L5
2.888 2 125
3.082 ¥ 197
2.860 ¥ .18
2651 ¥ e
2829 Y Lt
2280 ¥ 109
2,521 T 098
1.650 2 .
2482 ¥
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LOGARITMOS DE SERONEUTRAL | ZAC [ ON

{Cuaoro No. 3)

V8 (Aoar.) £RA
987-28. 3.0 T .12 2.823 7 .62
989-28. 3.120 & .129 ; 3au5 2 156
992-28. 2,564 ¥ 1% 20516 = 145
995-28.,3.25% * 108 2.848 < 125
987.38. 2.721 * ,150 2.860 T .188
989-38. 3.291 ¥ .164 2,651 = 18k
992-38. 2.557 % .162 2.829 2 49
995-38. 2.844 ¥ 186 2.829 = 149
915238, 2.3 & 135 2.260 5,109
M9-38. 2.533 ¥ .188 2.521 = 098
95138, 2,034 3 L1 1,650 = 111

97138, 2,482 T 147 2,482 7 L
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L
OGARITMOS 0OE  SERONEUTRAL Y ZACION
o (Cuaomo No. &) ]
CVS  (Abar.)

987-48. 3,720 T 158
+
2.920 = .188

98948, £.176 + 172
992.45, 4,228 ¥ (227 o : »
99548, 4,548 = ,192 .
987-65. 3.558 L 194 Pt
989-68. 4,276 T 207 - .
992-68. is.2u9 I 225 .
995-58. 4.268 ¥ 162 e
987.88. 2.162 & .111 gabt
989-88. 4.224 ¥ ,152 ' ol
992-85. 1.899 & .145 e
995-85, 4,224 t 201 o : p
915-65. 2.147 T 186 .
N 2726 % 180
951-68. 1.689 % .19 AR
962-68. 2.093 % 112 e
97168, 2.785 L 209 .
915-3m. 2.103 ¥ 226 | o
99.3m. 3,062 & .180 orl
951-3u, 2,183 = (190 e o
962-3, v.872 1 112 -
971-34, 3.753 ¥ L150 e
915-6M. 2,030 I 178 e
MG-6M. 2.538 = 166 | P
951-Em. 2043 1 196 o
9%62.68. 1,602 I (168 O
9T1-6M. 2,700 £ .160 P
2.395 = 47



LOGARITMOS DE SZRCOMEUTRAL | ZACICN

V=319
98748, 3.720 £ .16
98945, 4.176 = 172
9924, 4,228 T 227
995-45. 4.548 : 192
98765, 3.558 T 194
989-65. 4,276 L .207
992.68. 4,249 T (225
995-65. 4,268 T ,162
987-85, 2,162 L .11
989-83, 4,226 - 152
992-85, 3.899 - 145
99585, 4,224 ~ 420
915-68, 2,167 2 186
948, 2,748 T ,235
96265, 2.093 = 172
97148, 2.785 & .209
5. 2,107 229
9U9~JH. 3.062 - 180
962.6M, 1,602 T L168
971-6M. 2,700 £ 1160

(Cuaoro No, §)

ERA

2,790
3.892
2.644
2.371
2,491
3,768
2,273
3,011
1.653
3.770
2.473
2,287
1.950
2.105
1.700
1,027
1,760
2,480
1.500
2.620

s+

[IE T O K X S B

T+ 4 £

14+ 4

4+ b4+ 4

(5 3

4 84 13

'+

+135
.182

21
<150
019
119
15
078
W11
217
«135
117
Rt
.188
2094
o101
<139
o187
155

143
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LOGARITMCS  DE  SERONEUTRALIZACION

(Cuaoro No. 6)

CuS  {Avar.) ERA
9BT-LS. 2.920 T .188 2,790 %
98945, 2,364 L 174 3.892 1
99245, 3.006 < . 166 2.6uh =
99545, F.456 ~ .166 2971 -
987-55. 2.650 < .139 2.491 %
989-53. 3.875 I 147 3.768 :
992-65. 2.745 Z ,168 2,213 1
995-65. 3.524 - 184 ' 3.011 %
987-8S. 2,166 © ,188 : 1.653 %
980.85. 3.322 L 138 . 3.770 &
992.85. 243 % ,170 2.473 2
995-85. 2.7 % 176 2.287 &
915-65. 2,724 % ,180 1.950 =
965, 2.713 2 197 2.105 =
962-68.. 2.281 ~ 131 1.701 =
§71-85. 2,687 L 107 1.427 .
915-3u. 2.502 & 147 1,760 &
Guguim. 2,288 £ 352 : 2.480 ©
9625, 1.564 & 125 ' y.500 %
9T1EM. 2.395 1 167 o 2.620 %

#1235
.182
121
.150
019
119
115
.07k
11
217
<135
N7
S
.188
.05k

A
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LOGARITMOS OE SERONEUTRAL1ZACION

R, P.

90735
918-3s.
921-33.
947235,
95135,
96235
971-35.
97438,
983-38.
986-38
906-38.
943-38.
9ub-38.
949238,
955-3S.
91533,
924.3s,
925-35.
930-39.
98745,
98945,
992-43.
995-46.
99645 .

2,97 ¥
3,483 &
2.250

t 4

2.230
2,150

LIE R I S X 2

2,272
3,006 %
2,063 T
1,519 -
2,908 £
3.160
2,118 ¢
2.899 ¥
2.155 &
2193 %
2.7139 2
z.922 L
2.960 ¥
2,755 %
3.234
J.198
3.094 T
3.8 %
3.4k M

+
+

+090
17
a0
103
7
105
101
121

074
«OTh

<101

-033
123
+099
17
.082
082
109
-099
119
101
027

(Cuaono No,7 )

. Prueba de reduccion de placas

¥*  Pruaba clasica en ratones,

** P, C. R,

2819 170

1747
147
1747
1.857
1977
3e184
1.857
2.583
2.316
2.534
2,534
2,446
2,345
2,181
2.534
2.619
1,567
2.534

3.233 I

[ I I 2

L+

LIE I L

+ '+ 3

+
-
+

+

14 14

+
+
+

i

. 140
.23
<139
158
247
123
123
.185
213
+135
<135
AT
260
159
«135
175
180
175
o135
175
132
77

« o
L)
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LOGARITMOS [DE SERONEUTRAL ) ZACION

34

918.6S.
951.68.
962-6s.,
971565,

G334, 2,

G493,
995-3M.
9113,
915-2M.
G2h-3u.
92534
9073,

3.895
2.9%
3.139

. 2.720

2.720
3.019
2,517
2,h92
2.492
3.069
2.860
2,900
1.924
2,110

2.733

I+ 1+ 14+ 1t 4

1+

14 1+ 14+ 1+ 1+ 1+ 24 14 F

14

14

1+

«129

.101

107

h‘m
'0”
107

.‘m

119
<121

121
L1101
BN
103
J07
« 11

107

121

092

(Cuaoro No. 8)

[ 2 B k2

A L+ e 14 1 1 i+

L E L A R

1+
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LOGARITMOS DE SERONEUTRALIZACION

CoNT INUAG I N

P, R, P. P, C. R,

GUTIM. 2,145 ¥ .13 1.857 ¥ 123
918, 2.516 T o9 2319 t .68
9713, 2,748 ¥ 098 2.212 1 a32
983-3M. 1.613 * 1.857 ¥ 123
986-3M. 2,295 2 .092 1068 2 T
906-6M. 2,237 £ 103 2,512 % .23
955-6M. 1.857 ¥ .084 1631 T 270
915-6M. 2.256 £ .090 1,786 £ .128
925-64. 2.915 & ,090 2,533 L 135
930-6m. 3,490 ¥ ,070 3.220 £ 135
905-6M. 2,212 ¥ ,051 2.533 % 135
962-64, 2,678 ¥ .039 1,981 t aT3
971-6M, 2,377 L0170 2,200 ¥ 132
983-6m. 2,867 L 085 2.001 £ a5
989-6M. 2,236 © 087 1088 T am
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Cuaono No. 9

Nirus Base Virus AL _AZAR NOoans Jatos N O O o or Davos
*yv.319 CVS(adaprado) 1/13 3/13 9/13
& CVS{adaptada) V-319 9/13 3/13 1/13
&v.319 ERA 0/12 1/12 11/12
& ERA V-319 1/12. 1/12 0/12
& CVS(adaptado) ERA 1/12 8/12 3/12
L ERA CVS{adaptado) 3/t2 8/;2 /12
"y-319 CVS(adaptado) 3/27 12/271 '12/27" '
" CVS(adaptado) V-319 12/27 12/27 '3/2_7
" v.319 ERA 0/20 5,/20 s/
" ERA v-319 15/20 5/20 o/zof '7
" cvS{adaptado}) ERA 1/20 10/20 é/zd
" ERA CVS{adaptado) 9/20 10/20 2/20
& P.R.P,(V-319) P,C.R.(CVS) 1/24 9/24 14724 |
& P,C,R.(CVS) P.R. P, (V-319) 14724 9/24 1724
"RLOR.P.(V-319) P.C.R.{CVYS) 0/38 14/38 - 24/38
" pP.C.R.(CVYS) P R, P, (V-319) 24/38 14/38 0/38

& ANTICUERPOS TEMPRANOS
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' ANTICUERPQOS TARDIOCS

* NOTA: Los animales {uercn inmunizados con ef virus V-319, siendo este el virus
homdlogo, este 68 mas sensible que un virus heterdlogo conc lo es el ~nw
CVS adaptado a cultivos de teijidos,

El numerador e5 el total de muestran que caen en esta categoria y el deno
wminador el ndmero de ~uostras exa~inadas,
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D1SCUSION

Se ha dicho que la prueba de soroneutralizacibn en ratones y la
prueba de reduccibn de placas, muestran una correlaciébn completa(12).
También se considera que la prueba de reduccién de placas es cien ve-
ces més sensible que la prueba en ratones para detectar anticuerpos —
tempranos y dlez veces mds sensible que 1a prueba en ratones para de-
teccibn de anticuerpos tardfos. Las Figuras 13 y 14 correspondzna la
comparacibén de las dos pruebas, utilizando sueros de menos de cuatro
semanas después de la vacunacién y consideradas como anticuerpos -
tempranos. FPodr4 notarse en estas dos gré{icas que si bien exinte una
tendencia a la distribucién lineal de los datos no ajustados a una linea-
de prediccibn, (los datos pareados, marcados "'al azar' en las gréfi--
cas) la correlacién dista mucho de ser '"completa', Cabe hacer notar
que cuando ge usan los datos de 1a prucba de reduccibén de placas como
base (valor lineal ajustado), la distribucién de los datos de la prueba -
en ratones es sumamente desordenada (Figura 13) lo que no sucede en
el mismo grado cuando ge invierte la forma de distribucién de los datos
(Figura 14) esta obaervacién aunada a los mérgenss mds amplios de -
los 1{mites de confianza para 1a prueba on ratones, nos indican que la
prueba de seronocutralizacifntué menor conflable en esta serie de prue

bas que 1a prueba de reduccién de placas,

Lz prusba ds raduccalén ds placae resulté ssr dlez veces mdés -~
senaible que 1a prusba en ratones en esta prucha efactuada con anticuer

pos temnpranos.,
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La baja tonfiabilided de la prueba en ratones observada en la-
prueba efcctuada con anticuerpos tempranos es también evidente en la
prueba efectuada con anticuerpos tardfos (Figuras 15y 16). Si bien -
en este caso ningidn tftulo de seroneutralizacibn en ratones arrojé un-
dato superior a la prueba de reducci6n de placas, como ocurrib con -
anticuerpos tempranos, el porcentaje de datos que no son significativa
mente diferente (37%) y aquellos en los que adn habiendo diferencias -
significativas, estas son muy pequefias (es decir existen diferencias -
significativas pero no altamente significativaa), es mayor. La prueba
de reduccién de placas también e¢n este caso ¢s mis sensible que la -
prueba en ratones. La prueba de reduccibén de placas es cinco veces—
mis sensible que la prueba en ratones usando sueros de mds de cua--

tro semanas después de la vacunacidn,

En los experimentos aquf reportados, Ia prueba de reduccién-
de placas result6é mds sensible que 1a prueba en ratones. Ademds la-
prueba de reduccifn de placas es mds aensible en vl caso de anticuer=
pos tempranous que ¢n ¢l caso de anticuerpos tardfos, lo cual coincide
con lo reportado por el comité de expertos en rabia de la Organizacién
Mundial de 1a Salud {(12). Sin e¢rmbargo, la diferencia en gensibilidad -
ohservada por nosotros ¢s menor a la reportada. Esta discrepancia -
en los resultados podria deberse a las cepas de virus utilizadas en ca
da gerie de experimentos. i Las posibles diferencias antigénicas entre
cepas también fucron examinadas por nosotron y loa resultados se dig

cuten & continuacién.
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S{ blen la serie de pruebas efectuadas en este trabajo no son
auficientes para llegar a conclusiones definitivas sobre diferencias -
antigénicas entre cepas de virus rébico adaptadas a cultivos celu-
larss, sl oa posible hacer algunas comparaciones, limitadas por el -

niimero de muestras y tipo de sueros empleados.

El cuadro No. 9 resume los hallazgos de toda la serie de -~
prusbas, indicando el nimero de sueros que caen en cada categorfa.
Los datos anotadoe como positivos son aquellos en que el titulo re--
duccidn de placas fvé superior a la muestra correspondiente usadaco
mo base ajustada a una l{nea recta, El dato anotado como negativo es
aquel que arroja un titulo inferior al ajustado y los datos anotados co-
mo sin diferencia son aquellos valores cuyos l{mites de confianza se-
tocan o se superponen en la gréfica. Por ejemplo en la figuro No. 1,
el primer para de datos, de izquierda a derecha, es un dato positivo.
Los sigulentes tres pares de datos se consideran sin diferencia por -
que ee tocan o #e superponen loa titulos dé réduccién de placaz y el -
roato de los datos eatdn anotadoa como negativos en el cuadro No. 9.
El cuadro 9 entonces e¢s ol vaciado de los datos de las Figuras 1 a 16~

correspondiendo cada lines a una figura diferente,

La comparacibén dal virus V-319 (homélogo) con sl CVS con-
antlcuerpos tempranos (Fig. !y 2) arroja un dato de mayor sensibilj
dad de la prueba de roduccidén de placas con sl virus homdlogo que -~
con el heterdlogo. Se puede observar una coss semejante cuands com

paramos el virus V-319 con la copa ERA (Fiy. 3y 4) también con ---
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anticuerpos tempranos. Es decir en los dos casos en que se compara
el virus homdlogo con un virus heterdlogo, el primero es mis comple
tamente enutralizado por su antisuero. Cuando se compara los virus -
heterdlogos entre s{, también con anticuerpos tempranos (Fig. 5 y 6)-
notamos que la mayor narte de los datos (8 de 12) cae dentro de la ca-
tegoria "sin diferencia", lo que nos indica que los sueros empleados -

son igualmente ineficientes para neutralizar a ambos.

En el caso de la comparacién de V-319 contra CVS con anti--
cuerpos tardios (Fig. 7y 8), los resultados son menos claros. Conti-

nda existiendo 1a tendencia a observar titulos mis altos con &t vir

8 ho

’

méblogo, perc el nimero de datos sin diferencias significativas es muy
alto (12 a 27). Cuando se compara V-319 con ERA con anticuerpos tar,
dfos (Fig. 9 y 10) nuevamente obtenemos tftulos mds altos con el virus

homélogo,

Por itimo cuando se comparar los virus heterdlogons entre s,
obtenemos nuevamente un alto nimero de datos sin diferencias aignifica
tivas (10 de 20). Ademds, las diferencias obscrvadas entre los titulon -
de asroncutralizacidn obtenides con los sueros que si tuvieron diferen--
clas catadisticaments significativas son muy pequefias, con una a dos ox

cepciones,

La prueba de reduccidn de placas es mis sensible que la prue-
ba de seroneutralizacidn en ratones tanto para conducir prusbas de vacu

nas como para estudiar posibles diferencias antigdnicas entre virus, --
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‘Las prucbas comparativas de seroncutralizacidén cruzada que se han he
cho en el pasado utilizando ratones, no han revelado diferencias entre -
cepas de virus de rabia de diferentos origenes. Segin los resultados -
de este trabajo, cabe suponer que estas diferencias puedan detectarse -
debido a la mayor sensibilidad y confiabilidad que proporciona la prue-

ba de reduccién de placas.

Cabe suponer que las diferencias de sensibilidad observadas -
entre la prucba de reduccion de placas y la seroneutralizacidn en rato-
nes pueda ser debida en parte a que la pruéba en ratones se efectda con
un virus heterdlogo (CVS) en tanto que la prueba de reduccién de pla---
cas cfectuada en este estudio se efectud con el virus homaélogo (V-319).
Es quizd pertinente recomendar que cuando se efectien prucbas de va-
cunas, se emplee la cepa homdloga para la prueba de reduccidn de pla_

cas, siempre y cuando esto sea posible.
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2, -

4, -

CONCLUSIONES

La prueba de reduccién de placas es diez veces mis sensible-
que la prueba de seroneutralizacion en ratones en la deteccidn
de anticuerpos tempranos y cinco veces mas sensible en la de

teccidn de anticuerpos tardios.

La prusba de reduccidn de placas es lo suficientemente sensi-
ble y confiable como para permitir detectar diferencias en los
t{tulos de seroneutralizacién contra virus homélogos y heterd-

logos,

Ea posible que la diferencia en sensibilidad observada entre -
la prusba In Vivo y la prueba In Vitro sea debida mds a dife--
rencias entre cepas que a diferencias intrinsecas de la sensi-

bilidad de las dos pruebas,

Es recomendable usar cepas de virus homdlogos en la evalua’

cidn de anticuerpos circulantes de animales vacunados,
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