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ESTPOIOS CQMPABA-rn·ns Qt:" TAS PRJ'l<"BAS DE SERONEUTRA 
1 !?1\("f<'j: DS RAP-H ;;;•:DOS SISTEMt\S BIOLOGICOS DXfEREN= 
TES Y ?R ;·c·BA<: DF SERONEr:"·RAL!ZACION COMPARAIIYAS -

IN \TfBQ 

N T R o D u e e O N 

La Rabia es una enfermedad infecciosa aguda y, casi sin 

excepdón, mortal, que se manifiesta, en los casos típicos, por -

un trastorno del conocimiento, aumento de la excitabilidad nerviQ.. 

sa y síntoma& paralíticos consecutivos, y que generalmente se - -

trasmite::. otros animales y al hombre por la mordedura de un atú 

mal enfermo (29). Su ag1rnte patógeno es un virus neurotropo el;¿_ 

aificado como Rhabdovirus (Koprowski H. 1957) (14), 

La enfermedad y su carácter <:ontagioso, así corno el pt~· 

ligro de la mordedura de los perros hidrófobos, eran conocidos ya 

desde Aril'tÓteles: pero ha><ta 1880 ""creía cr. la po6ibihdad de -

au desarrollo eftponttÍneo, y ~e .idmití.1 qu~ ¡-.c,dría provocarla lo~ -

alimentoa demasiado c~il1e11tca, la privaciiin de ªi:Uil p.ara beber. -

la falta de Hatisfacer el in•llnto de reproducción y 1.1~ exdtaciont:G 

nerviodatt intenHt.\t). C~lrHlij dcticrÜH'.' una rel:1cil:"1n tntrC la hidrOf.Q. 

bia en el hombre y la rabla de lou animalca, La trasmia1Ón de la-

rabia a un perro a;ino con inocul;1ción de saliva iu.5 rcport•1da por-

Zinke en 1804 (26), 
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Paatcur en 1884 fu6 el primero en modificar la patogenic;i 

dad del virus, haciendo una serie de pases intracarebralea en hutÍ.JI 

podeo naturales (ZZ). En 1903 Negri descubre los cuerpos de incl.u. 

sión intracitopláamlcoe, en células nervio11ao de humanos y lnimu., 

le a infectados con virus rábico (ZO) , 

En 1930 Hoyt y Jungebliot fueron los primeroa en aislar el 

virue en ratonen blancoa, oiendo hasta la focha el método más co·

munmente usado para el aislamiento dol virua (9), 

Las primeras noticias del aislamiento del virus rábico en 

cultivos Ccllulares aon loe ensayos realizados en 19.l 3 por Levaditi 

quien utilizó loo ganglios espinales provenientes de animales in·

!octados con el virus rábico (16). Poatcriormcnte, el mismo Le

vadlti en colabr;ración con Schlhrn, logró cultivar el virus rábico -

en célula,; provenientti8 del tumor de Ptiarce del conejo, observan· 

do la formación de lou corpúsculou de Negi"i en el citopla.sma ccl,11 

lar (17), l\ eatoo inv~~tig11doro11 uiguicron variou otroa corno: KA 

n.a.zawa, Schultz Williama, Kligor y Bernkopf, q1.;ionen continuaron 

oxporlment.ando con virus rábico 011 cultivo~ celularea, 

En 19-15 Parkcr y Hollender reportan que el vlruH rábico• 

ec cultivó en tejido cerebral au!!!pondldo an aoluci6n de Tyrodo (21). 

En 195·1 Bcqulngnon y colaboradoreo, lograron c:ultivar el virus -

1;n cxplante d•~ rit'IÓn de 1·aton mediante la ti!cnica de tambor giratJ2. 

do (2). 
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Kiuling en 1958 cultiv6 por primera vez el viru11 de rabia 

en células no nerviosas (13). En 1960 Kaplan y colaboradore11 de

mostraron la pre senda del ant{geno rábico en células de ril'l6n de

"Hameter" (Cricetus aurcuo), mediante la técnica de anticuerpos 

I luorescentee (11 ). Fenje obtuvo una alta concentración del virus 

en cultivos de diáliois obteniendo después una buena vacuna (5). -

En 1961 Martas y Atanaaiu mostraron las inclusiones intracitopl{q 

micae producidas por el virus rábico en células de riflón de "Hanu 

ter" (Cricetun aureus) (19). En la actualidad el virus es cultivado 

con éste en una L{nea de células provenientes de rif'íón de "Hams

ter" aislada por Me. Pherson y Stoker conocida como BHK-21 -

C. 13 ("Baby Hamoter Kidney Batch 21, Clone 13") en la que se -

ha comprobado una reproducción rápida del virus (1 B). 

Sedwlck y Wiktor en 1967 realizaron la técnica de placaa

paTa rab!a (~i). En 1'173 !\,1plan y Koprow;ki pubiicar!ln que la t(;.¡; 

nica de reclu..:ción df!' pl¡¡cao con c.ilul.H BHK- 21 l 3-S 6t1ar<.rnd¡d<,a 

ra evaluar loa anlic:utirpoa neutr.•\i,,;intea del .,¡n¡~ d<' la r:;bi;i -

(1 Z). E~te método hó\ d...,moatrado Bt:r más oenaiblo ?"º d...,t<:ct:1r· 

11.nticuerpoa m<Ín rapidam•rnte, estos i11vcsti.gadore1í u.firman q11c -

tos rcuult.idoff efll:Ín en completa corr•~laci6n con la t6cnica diti(

ca de hwculacién lntrac~r•)br.11 en r<t!orw~. Un.> de l.ci" v<•n!ilji\~ -

du et.te nuevo procedirniemo ea q1rn et rcuult.1do fin<il, pu<~d<: obt!!'"" 

m>rae 011 5 ó & díao, miuntras que p.1ra la seronuutraH~itd0n cl.Írj. 
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ca por inoculación intracerebral al nt6n, 68 neceaa.r\o esperar de 12. 

a 14 días, 

Unos de loe problemas más gravea que existen en salud pú

blica y en la ganadería latina Americana es la rabia pareeiante bovi

na 6 "Derriengue"; en México de acuerdo con loe datos disponibles -

de casos de rabia en humano~ y animale6, puedo considerarse c¡ue, -

en mayor o menor grado, la rabia es flnzoótica en todo Cl pa(e, por -

lo que es considerada una de \as cníermed;ides que canoa.n pérdida1:1· 

económicas mas importantes, no solo en nuestro pá(s sino que tam

bien en todo Latino Amer ica. La F, A, O. e atahlece que poalblem".D. 

te un millón de cabezas de ganado mueron anualmente de rabia trat1.. 

mitida por vampiros en América Latina, entre el norte de Argenti

na y el norte de M~xico (25), El problema ea aún máo crftico en s.a 

lud pública ya que el hornbl"e puedt> adquirir la enfermedad cuando -

os mordido por un animal initictado. En el departamento de rabia -

paral(tica (Derrienguei localizu<lo er. el ln=tituto Nacional de lnve11-

tigacionue Pecuarias~ donde aa \lav6 a cabo outo traba.ju, eslamo~ -

intereBadou en ayudar a la ínvestigación de cete problema y penna

mos que es d1i mucha importancia, in.,estigar hu diferenciao en el 

título de noroneutralhación, con diforentos copau do vfrue, como

una Indicación de poail:les di!ercrnciaa anU¡¡ér.icu 1rntre. viruo; y;r 

que se ha comprobado que hay diforentos recpuo1.1t.a6 inmunoi6gicas 

cuando 1rn inocula 6 ac vacuna con diforontna copan de virua rábico, 

Por otra parto os importl1ntc conocer ltl& Índicc•1 do ncutralir.ación 
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de un antisuero especí'íico contta una determinada cepa, para investí 

gar indirectamente si otras cepas poseen la misma capacidad antig~ 

nica, lo que on un momento dado darí'a una indicación cuando se enr 

plcen cepas recien aisladas ó que no se habí'an adaptado anteriorm!U) 

te a cultivos celulares. 

El proyecto de Rabia Paralítica cuenta actualmente con 2 --

8i&ternas para det:!rminar los Índices de suero n"utrali:i:aclón: La -

prueba clásica en ratones y la prueba de reducción de placas. 

Este trabajo tiene como finalidad tratar de determinar la -

existencia de una correlación entre ambas pruebas, ya que si la --

prueba de placas proporciona resultados constantes, podría subsis

tir a la prueba clásica en ratonen por ser más sensible, más ccon.Q. 

mica y obtener se resultados en un menor tiempo. 
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J.CATERIAL Y METODOS 

l.• .lld:DIOS DE CULTIVO. 

A).• BHK-21 (Olbco) (Grand hland Blotogical Comp!. 

ny). Aju1tándo111 a un pH de 7. t a.tillaando HCL-

0, tN. poaterlor-ente ae e1tertUu. por filtración 

{filtro• "4tllipore O. 22 ... icru) envu&ndo1e en V!?_ 

tti-ene1 de 500ó1,000 .... 1. y conaervándoue a-· 

.frºC. En nuestro laboratorio todu las !Utraclonee 

H efectúan bajo prerlÓn po1ltlva. 

B). • C1ldo de Tripton Fo1!at1da (TPB) (DIFCO) 2\Sg. 

en 1, 000 -t. de a¡ua bldutUada utérl.l y deloni~.! 

da. La e1terlllllaclÓn ee eíectuó en al autoclave a 

15 libra• de pre1l.ón (121°c.) durante 15 ... tnutoa, 

conaervándoee 1 4°C. 

C). • Solución nlh1.& folfatad&, 

Solución "A" 

NACL 

KCL 

Naz HPo.,, 

KHz P04 

J.r.zO hldutilada 

8. o ¡. 

o. 2 i 

z. 9 ¡. 

0.2 ¡. 

800.0 -l. 



SolaclÓO "B" 

Ca CLz 

Mg CLz 

7 

HzO bldeltUAda 

0.1 I• 

0.1 g. 

ZOO. O mi, 

Estas do• soluciono• •111 e1terili11&n por separado en 

el autoclave a 10 libras de preaión dura.nte 10 minu~ 

tos. se dejan enfriar a te .... peratu.ra a ... biente y 11411 -

.-escla.n las doa solucione• A y B: .reírigeránd011e a 

•ºc. 

D). - Tripsina 1:300 (MAnn Ruearch Laboratorio Inc 

N'ew York, New York 1006). 

Un gramo de uta trip•ina ae diauelve en 100 ml. de 

PBS libre de Ca. y Mg. (C): y se esteriliu poT fil

tración (filtro MHlipore O. ZZ micras). Se enva.na en 

volú,...,enes de S ..,L y se congela a ...zoºc. Ant(: s d.~ 

11Hor!IC se diluye 1 :4 

E). - Penicilina y EstTeptOn"icioa (SQUIBB) 

Penicilina G P:rl)cn.(nica 1, 000, 000 U, I. 

Sulfato de E11t:rept°'""icinA g. 

Hz O b!deatila.da eatérü SO ~1. 
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En un -llllltro de esta solución tena-os 20, 000 U, I 

de Panlcilina y 20 -g. de Eatrepto-lc\na. Esta 82, 

lución ea con1ervada a -ZOºC. 

F). - Mlcoetatina. 

Nlstatina (SQUIBB) 

H2o b\destilada estéril 

2, 400, ººº u. I. 

't8 ml. 

Se agita e ata mezcla durante 20 -lnutos, e o en vas~ 

da en volú-enea de l -t. conservándose en conge -

laclón a -20ºC. (SO, 000 Uf ..... t. ). 

O). - Oluta- ina 3% 

L- Gluta-lna {Mann Re !e&rch Laboratorles) 3 g. 

Solución Salina Fisiolc)gica 100 ml. 

La eatcrlllzaciÓn se reallu por flltra.c!Ón (!lltro • 

Mllllpore, O. 22 ·~icras) 1e conserva a -zoºc. 

H), • Ne. HC03 al 4. 4% 
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Na HC03 (Lab. Merck) 

Hz O bide stilada 

4. 4 g. 

100. O ml. 

Se esteriliza por CillraciÓn por (filtros Millipore, -

O. ZZ ..,.,icras) se conserva en refrigeración a 4ºC. -

en volÚ-enes de ZO ~l. 

1). - DEAE Dextran al O, S % 

DEAE Dextran (Sig-a Che-ical Co-pany) O, S g 

PBS libre de Ca..y 1-.Íg. (Sol. A) (C) 100. O -L 

Se esteriliza. por filtración (Millipore O. 2.2. -\eras) 

conservándose en congela.ciÓn a -2.0ºC. y cnvasá!l 

dose en volÚ-·tmos de 5 -l. 

J} - Medio Eagle 2x . 

Se uttliun dos •obres-de Eagle sin rojo de Fcnol -

(Gibco) por cada litro de Hz.O bidest\lada y dcioni

zada; n ajunta el P!l a 7. l con H CL al lN, se c;n

terillza por filtración (Millipore O. 22 ..,,¡e rae} y ttr. 

envasa en botellas de 500 -1. y Cl>nKcrvándose en

re!rígeración a -i 0 c. 
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K). • Solución de Rojo neutro 

Rojo neutro (Lab. Merck) 

Hz O blde st!lada de Ionizada 

g. 

1, 000 ml. 

La solución es este rllizada en autoclave a 15 libras 

(lZl 0 c.) durante 15 minutos, se cnvau en botellas 

de ZSO ~l. y se proteje de la luz con papel estai'lo -

conservándose a 4°C. 

L), - Suero Fetal bovlno (Flow Labora.tories) 

Eate suero ea adquirido en for~a l(qulda y •e ..... an

tiene congelada 21. -zo 0c. 

Antes de usarse 65 lnactlv21.do en baf'lo Mar(a. a S6°c. 

durante 30 minutos, se deja a temperatura a~blente 

y poaterior~ente se coMerva en reír!goración a 

4°C. 

M). • 411Í.ed\o d& crecimiento. 

Medio BHK-Zl (I-A) 80 "fa 

Suero fetal bovino 10 "i1 

Ca.Ido de triptou !oafotada 10 % 
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Antibióticos: 

Penicilina 

Est reptomicirua. 

N). - Medio de '".Lantenintiento. 

Medio BHK .z¡ {1-A) 

Suero letal bovino 

AntibiÓtic os: 

PenicilUu. 

Estrepto,..,..icina 

U. - LINEAS CELULARES. 

SO U.I./ml, 

50 -g. /~l. 

98. o o¡. 

z.o % 

50 U. I. /ml. 

50 .... g. /~l. 

A).• BHK-21 -Esta línea se obtuvo de rii'IÓnde Ha~ster 

lactante; y el l. N.I. P. la adquirió dt>l Instituto Wl11-

t.ar de Filadelfia E. U.A. 

B). - 13S. • Eata !foca celulltr ;,s una clona Je !a línea --

BHK-21 y fué adquirida ptl'l' el l,N.I.P. del Instituto 

Wistar de Filadelfia E, U.A. y la clona 3 foé prnpa-

rada en nuestro IAboratcrio. 

lil. - CEPAS DE lfIR US. 



Antibióticos: 

Penicilina 

Estreptomicina. 
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N). - Medio de •viantenimiento. 

Medio BHK-21 (I..A) 

Suero íetal bovino 

Antibióticos: 

Penicilina 

Estreptomicina 

II. • LINEAS CELULARES. 

50 u.1./ml, 

so -g. /~1. 

50 U,I,/rnl. 

so ~g. /-1. 

A). - BHK-Zl - Esta l(nea se obtuvo de ri!IÓn de Ha-ster 

l.actnnte: y el l. N, I, P. lit adquirió del fostituto Wis

tar de FiladeHia E. U.A. 

B). - 13S. - Enta lÍntH\ celular es una clona de la línea -

BHK-21 y fué adquirida pd'r el l. N, l. P. del instituto 

Wistar de Filadelfia E.U.A, y la clo1111 3 fué prepa

rada en nue~tro laboratorío. 

Ill. - CEPAS DE vmus. 
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A).• Vir11s "V-319".- De 11nvampiro (Desmodus rot=dus) 

que fue capturado en el rancho San Ricardo, localiza -

do a tres kilómetros al suroeste de la estación San V!_ 

cente, ,...,unic.ipio de Acat!JÍn de Pérez Fig11eroa, Oax. -

El va.mpiro !ue capt11rado en \lI\a red, colocada alrede

dor de 11n corral donde se encontraban bovinos mordi

dos por dichos quirÓpteroo. El vampiro murió cuandc; 

era trasladado al I.N.I. P. el l4 de lebrero de 1969 y

se congeló a -30°C., se efectuó d examen di' gu cer~ 

bro y glándulas sallvalea, 3 d(as después por medio d,, 

la técnica de in ..... unoíluoreacencia, encontrándose es -

toe organos positivos a i·abia por dicha técnica. 

Esta cepa fué adaptada a cultivos celulares mediante 5 

pasee en enlutas de embrión de vampiro, posteriormll!}_ 

te se le díÓ S pa~es en células BHK-21,. tomándl)9c de

este Último pa~e una placa; la número 476 par;i purifi-

car el virurs. deiipuóa i1C dieron 3 p~~u"f.i '""áo en. estas -

mi11ma11 célull\5 donde B!l alcan1.ó un título de 10 9 ·-·--

UFP-mt.• 

Esta cepa ee utlli:.ada actualmente para elaborar 1mir 

vacuna antlrr&b!ca comercial, producida <:n el depart~ 

mento de producción del Inutituto Nacional d(! lnvestigi!, 

cionee PecuarlnH (SAG). 

• Unidades formadora~ de placas. 
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B).- Viru11 "CVS" (Adaptado). - Este es el virus standard 

de confrontaci6n, proveniente del Instituto Wistar de 

Filadelfia, Pennsylvania, E. U .A. fue adaptado para 

este e studío a célula o l 3SCL3 en el Departamento de 

Rabia Paral!tica Bovina (Dcrrfongue) del Instituto N~ 

cional de lnveuligaciones Pecuarias. Mediante 3 pa

ses seriados en células 13SCL3 considerándose adaE 

tado a cultivos celulares cuando alcanzó un título d<.-

10S.9Z y fo1·maba placas en S\tspensiones de agarosa. 

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

proveniente de un perro rabioso y adaptado a rilt6n 9.,e 

nominado SAO 4 (Strect Alabama Dufferin). ha sido -

adaptado a cultivos cdularcs de riñón de Hamster por 

Fenje y llamado SAO 4 HK 25. Después de 10 pases -

en embrión de pollo, t'l virus fué adaptadn ;.i cultivo,;

celularcs de riñón de cerdo por Ahc1'1cth y c1i.contr.<d•) 

suficientenH;nt<~ atenuado para su uso en variafl ''~pe-

cíes anima.leo ( 1). Fué entonces que nr: ¡,, denmnin6-

Cepa "ERA", y deupuéa de 35/45 pMieu m:'ia, se u66-

para producir un.a nueva vacuna qt1<! llcv;:,. .,¡ uornhr.i de 

vacuna Copa "E!v\". El virut1 fué a<\3pt;irJo" c{,h¡J;;s -

BHK- l l por Koprow¡¡\d llegando " obtener ne título& de 

io9 ·0 como máximo: la Cepa "ERA" alto pasaje íué -

obtcnidti del InRtituto Wi11tar de Filadelfia E. U .A. 
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IV. - SUERa.5. 

Los sueros empleados procedían de bovinos adultos he~ 

bras (negativas a. la Prueba de Reducción de Placas 

(PRP) y SeroneutralizaciÓn (SN) antes de la. vacunaciÓn)

divididos en dos lote u, un lote localiza.do on el centro e~ 

perimental de Ajuchitlán, Qu1:rétaro y el otro lote en el 

l.N.I.P, Estos animaleu fueron vacunados con el virus 

V -319, siendo sangrados para la. obtención del suero a -

düerentes intervalos después de la vacunación: A las dos, 

tres, cuatro, sei~. ocho semanas, tres y seis meses. 

V. - PREPARACION DE MONOESTRATOS. 

Se utilizaron botellas de Roux, botellas de leche {Milk • 

Dilutlon Bottle ), cajas de Pe tri y tubos de Leighton. A -

partir de una botella de leche con el monoestrato compl~ 

tamente formado: se procedió a quitar todo <:! medio que 

estaba _,n la hotella, dcspué~ He depo$itó 1 ml. de tripsi· 

na al O. 25% que tte pone en contacto con la5 ct~lu.!11:1, ~o -

esperan unoo minutos para que 5c dusprendan lau células, 

se procede a poner 'i ml. de medio de mantcnimi<mto 

(l.N.) para neutralizar<\ la tripnina y así proteger l;rn e!!_ 

lulas estas células aon contadas en un hcmocitÓmetro p.1ra 
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ubol' la cantid&d do células por ml. que se Heno, a !in de 

poder sombrar la cantldn.d de células adecuada según el -

recipiente que so ntillco. 

Lu botollu de Roux so siembran poniendo 100 ml, de m!!_ 

dio do crecimiento (1, M.) y aproximadamente 13 millones 

de célula.e, Con las botellas de leche se uoan 15 ml. de -

modlo de crecimiento (1,M,), y 3 in.iliones de céhtlas ----

11.proxlmadamente. A lo8 tllboe de Leighton so lea pone -

con un cubreobjetos, l ml. de medio de crecimiento (Inci

so l M) y aproximAdamento 100, 000 células. Estos trns -

tipo& de recipiente, cuando ya han sido sembrados -con cé

lulas, se incuban a 37°c. durante 72 horas. Al cabo de -

este tiempo ya ae ha formado un monoestrato aatisfacto-

rlo. Para la formación de monoostrato en ca.ja de Petri -

de SO mm. ao colocan los cubreobjetos y se ponen 10 ml.

de medio, con aproximadamente 1. 5 millones de células, 

Eatas caj1u do Petri se incuban a 37°C. en una atmósfera 

do C02 al 5"!o, y se reviaa.n cada 24 horae para observa.r

ol crecimiento do las células, esta observación se reali

za con un mlcroecoplo invertido. 

VI, - ANIMALES DE LABORATORIO. 
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Se emplea.ron a.prox!ma.da.ment~ 300 ratones blancos de 21 

días de o dad; éstos fue ron inoculado~ por ·:(a intr:Íc>1 re· -

bral, ad,.,...inietrándole a cada animal O, 03 ml. del ínóculo. 

Loe ratone~ fue ron observados día riamente, considerando 

corno muertos no cspec(ticas, aquella.e ocurridas antes de 

1011 5 d(as después do la lnoculactÓn. 

VII. - SERONEUTRALlZAClON. 

A), - IN VtTRO (Prueba de placa para rabia) 

l. - Preparar agarosa. al l'fo o al 1.2.5% (Bausch y ·

Lomb} en a.¡¡ua du ~tllada. 

2.. • Esterilizar por cbulllciÓn durante una hora en b!_ 

!\o Mar(a. y t't\&nt~ner l.1. ~uspensiÓn a 5óºC, 

3. • Preparar el aigui•intu medio: 

83 ml. de Eagle Zx sin rojo de fonol 

2., 5 T""l. de blcarbonatc1 de u odio al 4. 4"lc 

1 ml. de glutam1na .\1 3'l'o (e 1 el ,.,,e dio Eu.gle uo • 

contiene glutamiun) 

l ml. penlc:llina. (lO, OOOu. l. /ml) l'l"á8 e strepto

míc!na 2.0 m¡;¡/T""I. 

ú, Z ml. de mycc:t~tln!\ (SO ~g/!'!'11} 



17 

4 ml de 1uero íetal de bovino, 

4, • Agaroea nutritiva: 

Mezclar la agarosa y el medio anterior en cant,i 

dade1 iguale a y mantenerlo a 46°c. (la concen

tración de agarosa es ahora de O. 5%1 

5, • Distribuir 2. ml. de esta mezcla en cajas de Pc

tri de 35 mm. de plástico Falcón y dejar soldiLl 

car la. agaroaa antes de cambiarlaa de lugar (~ 

cer entallar las burbujas del agar con la punta -

caliente de una pipeta de Pasteur antes de que la 

ag&roS& se solidifique). 

6, • Tripeinizar suficientes monoestratos de células 

l3SCL3 y ajustar la concentración de células a-

10x l06 /ml. 

Suspender lu células en un m!ldio contenido: 

98% medio de BHK-2.l con antibióticos. 

ZC/o d11 auoro íetal de bovino. 

Con1e rv& rlo a. 36 ° C. 

Mezclar laa células con pipeta para separarlas, 

ya que tienden a agrupa.rae. 

7.. Agregar la auepensiÓn de células a un volu.mon

igual de agaroaa nutritlva con agitación continúa: 

manteniendo esta 1u11pen11iÓn de células en agar.2 

u a 46ºC. en un recipiente pequetlo con agua a-
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esta temperatura. La temperatura ea crítica, ya 

que si se enfría la mezcla, 6ata se solidificará y 

si es máa alta la temperatura, las células mori

rán. 

8. - Agregar 1 ml. de esta suspensión a cada caja de

Petri. De este modo se usan l. 5 milloneo de cé

lulas por caja: distribuyendo uniforme y suaveme,E 

te la células haclemio estallar le.o bu.x bujas 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, 

9. - Colocarlas en una incubadora de CO l y usarlas P!. 

rn infección con un mínimo de 3 horas después de 

pre par nda a. 

10.- Incubar a 36°c. con 5% de co2 y 90 a 95% de hu

medad. 

11.- Después de pcrman<!C•!r 3 horas en lo. l!Sttúa, se· 

procedió a infectar las cajas con .05 rnl. de in6-

culo. E11tl:! in6culo antes de utilizarlo para la ínfe_s 

ci6n Cu6 incub<1do una nora •l 36°C. con I« corrcn

pondientc dilución de suero. 

12. - Deapué11 de 7 dfan de lncubaci6n, las cajas 11e tillen 

con la ooluc!l1n de rojo neutro colocando en cnda C!!_ 

ja de PetT i 2 ml. de la m•• zcl a siguiente: 

96. 3 ml. Eagle ZX. 

,· 



19 

Z, 5 ml, 4. 4'!o de bicai-bonato de sodio 

l. O ml, de penicilina m1u e dtreptomlcina 

(ZO, 000) 

1), Z ml. de mlcoetatlna SO microgramoa ml. 

(U,I,/ml. ). 

10 ml. de rojo neutro son m11zcl11dot con 90 ml, 

de la mezcla de ttgarosa y medio, 

13. - La lectura puede hacor11c dn~de una hora dee-· 

pu1Íe de la tinclÓn, «llnql\C ·regularmente de Un

va. a cabo Z4 horan deepués. 

Las placae De aprecian mejor si se observa por 

contraste con luz ·verde, 

Vlll. • TECNlCA DE INMUNOFLUORESCENCLA.. 

A). - Mate rlal: 

l ). - Lam.lnillao con el monocdtrato blen !o?"l":'lado. 

Z). -Globulina antirrábic& oonjugada, banda en la -

técnica da 1 Centro Panamerícano de Zoonoaill ¡ • 

Argentina. 

3). -Suspensión do cerebro normal al 207;. 

4), -SuspenolÓn de ccrobro de ratón ln.foctado al 20%. 

5) •. ·Portaobjetos 

6). - E•tufa con una tc,.,..,per11tura de 36°c, 
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7). - Microscopio Leitz Wetzlar Germany 717554 a Fil 

tros • (Para observación de fluorescencia.) 

Procedimiento de la tinción. 

Las laminillas son nacada11 del recipi<rnte y se obscr-

van, eligiendo aquelian que tengan un rnonocstrato de -

células completo, cstau laminillas son secadas a tcmp2 

ratura an1biente, dichas laminillas una vez secadas se-

cortan en tres parte~, dos de estas p.~rte• ''ºªfijadas -

en el portaobjetos con cemento para pláatico, que evita 

Fluorescencia inespccÍfica. DcspUL'S de montadas las

laminillas ea id portaobjetos, se colocan una Ó dos go

tas de una mezcla de globulina antirrábica conjugaclas

con euspen$iÓn de cerebro normal en una de las lamrni 

llau, nlientras que en la otra laminilla pon.,nws una o

dos got:lfJ ch; globuliua .1ntirrábica tratndas con c«rPbro 

de ratón infoct.atlo al 20·'.,o. Lo¡; portanb_1etos :JC 1·oinc<•n 

en una ciÍn1r.i.ra. hÚn1t:da. y e:\~1. c.Llu~u·a t: s inc:u1.:1<lda 3.0 u2.! 

nutos a 36°c. Posteriormente la li1cubaciÜn, :;~ pr<i· ... 

cedo al lavado, aui-r:crgíendo la11 larmnillas "ll •ma sol!;. 

clÓn amortlguado¡-a ele fosfatos con un pH. 7. Z durante-

10 minutos; d<rnpnéti s<: .. njuagan en .1gtia destilada \'!•e· 

secan al n1cdio ambi<'nle \>con un ,,,..:;\dor •k ..> ire. lln;t ve•~ 

secas bs lamillilia~ pui:dc11 5er ob"'"rvadas <.! microRcopio 
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de inmunoCluoreijccncia Si se pretendo guardar l;u 

laminillas deben prottlgll rue con u.n cubro objeto ÜJa -

do con elvanol; y conservar,.,, en reírigeri>ciÓn. 

IX. - DILUCIONES DEL INOCULO. 

A). - Suel'<Js, 

Los sueros en dilucionei; dobles y c:uádruple5 fueron -

m.iiz;clados con cantidadeg equivalente» de una. dilución 

conatante de v!1·ua y la II'..c;i;cla ya incubada por una hg_ 

ra a 36 ºc. fué depo9itada en las cajas de Petri en en!!. 

tidad de • 05 rnl/cajii pa.r!llela a la pl'ueba en c•\ja,. d"

P11tri, otra prueba de .;;eroneutra!i·taciÓn 3C dectnó 

Cln ·Ntonc5 blancos de 21 d[an de edad utilizando l..'l.s 

mismas dUucioneu d,: mero y virus e inci;:ul:rndo . 03-

\'la dil11cit)n) 

B),. Lod Yirus 11tilizados ~,i mencionan cn el inciso (111) e;_ 

~l!I C"Pªº vÍricat\ ~e utili:i::tron con dilucione~ íinaleu -

V-3l') 

cvs 

ERA 

Dilución l\n¡il 

Adaptado cfi!ución !lnal 

Diluc lÓn Cinal 

1:600 

l:BO 

l :600 
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~ S S U L T A D O S 

ADAPTAClON DEL VIRUS "CVS" A CULTIVOS CELULARES 

La adaptación del virus "CVS" a células l3SCL3, menciona

do en Material y Métodos (Capítulo anterior). se realizó con 

la técnica siguiente:. 

4 cubreobjetos est1friles ae colocaron en cajas de Petri de -

50 mm. y células 13SGL3 pase ZS se sembraron en cada una 

de ella o;. Una vez c'recidas las células (monoestratto) se in!e_s 

taran con virus ·cvs en dUuciones 10°- lOi y en prcll<-ncia --

de DEAE Dextran (100 mg/ml,) 

Des¡;mé;1 de una hora de incubación a 37ªC. y 5% dt1 CO?. con

laei diferentes dilucion.rn del virus ": procedió a pone: a La,; 

células medio de mantemmiento. Los cubreobjetos s.: tiñe-

ron a la.tt 10, -18. y 72 por Li\ té.-,;nü~a. de antiCt!.i:rpo:-:: fl.tHJt(:~cc .. 1;_! 

tt~tl. /':.la.~ 4H horas de infc<.:-tada.-; }l,s t..:~luL\f.i, (> .. ·;., <:h<L1.1v::s (·'> 

~Obt"t~n.i>.d..=trtte de la.ti l dilucitJTlC'.l O aeu dt! l.it'·.; >.:J.Jd:~ t.:; 

10·2. 1...a caja t,h~ la <liluci~n io-l :if~ rna:ntuvt) ":n ~. :in~.-r<~~.r.:i .. ~:~ 

geló y se procedió ;1 cnva:1•ir. •:tifllrnWr, y congcia.r ntu:.v:trnc7]:.. 

CYS l. Con <ll CVS l rnfoctarnv" b0tt:l!J.h d<" li:d": y tubo:·, de 

Leíghton con célula!! l 3SCL3 p<ti«: ;~7, tiú(:ndu~c- lt'" culir1Jub· 

jetos de lf)S tubo,; di: i..<:1ghton 30 hora~ rfospu.;s 'k l;; \llÍíll: --
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ción. El resultado Cué positivo a la técnica du lnmunofluore!. 

cencia (lámina l), obteniendo as( el segundo pase del vi.rus a

cultivob celulares. Este ''irus (CVS Z) íué titulado en prueba 

de placa con células l3SCL3 (pase 30). Las diluciones fu1Hon 

de 10-o a 10-4, utilizando 4 cajas por cada. dilución, los re--

sultados Ílleron favorables ya que encontramos placas en dil!!_ 

cioncs 10-o a l o- 3 esto significa que el virus se estaba adap

tando a las cólulas. Posteriormente infectarnos botellas de -

leche con células ·l3SCL3 (paoe 25) que fueron infectadas con 

el virus CVS (Z); de esta botella infectada obtuvi.rnt>S 3 mue:!_ 

tras, la primera a Lau 48 horas después de la infección cos~ 

ch.:lndo el medio y ailadiendo nuevo medio de mantenimiento al 

,nisnio monoestrato la segunda cosecha !ué a las 96 horas y la 

tercera cosecha a las lZO horas. En este Últi111u pase se rca.!_i 

za.ron algunaH modificiiciones en la técnica ya que, ha cst:i --

muestra se le nt:,.utra.lizÓ (!l pH. (•.1.proxunadarn~ntf' ;, li\s 7~! h~ 

ras, ~e cosechó cde nu:dio a la~ f)(, hor;iti y S<: p<:liu nU•!I/<.· IHt;-

dio de ni.~ntcnimi<;nto, dcspué;i s11 n1:utrali:i.Ó d 1-71-l. ;; i;is l\O .. 

horau, a laM l20 horas, se procedió a congelar 1;< b0tclla a -

-ZOºC durante Z4 horaB, poH•!tlorrncntc se dcscongélÓ y cll!;_ 

trüugó a. Z,000 R.P.M, durantt: 5 rninutoa, el sobrcnadanh: lo 

envasamos en tubos de plátitico de Z n1I., ponfondn ('n cae!,"\ tu

bo 1. 5 ml. 1d<0ntificándolo comn CVS 3, y rapidilrncntc se prn:_!O 

diÓ a congelar a. -70°C. con!H:rváodoac a •~sta temperatura. 
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Lamina l. - Preparación coloreada con anticuerpos fluorescentes, m<?.! 

trando puntos antigénlc Ob de di.fe rentes tamal\011 dentro del Citoplasma. 

El nucleo siempre est& libre de inclualonea. 
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Este virue ee titul6 en la prueba de reducción de placa y se 

obtuvo un resultado favorable, ya que se encontró que el v!, 

rus tiene un título de lo5
•92 , 

Una vez adaptado este virus, ae utiliz6 para el estudio con.! 

parativo con otros virus~ conocidos, cabe mencionarse -

que la adaptación d<': esta cep.-i de virus a cultivos celulares, 

se realizó exclusivamente para este eat11dio. 
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RESULTAOOS DE LAS PRUEBAS DE SERONEUTRALIZACION 

Los resulta.dos de este trabajo se ilustran en los cuadros del 

No. 1 al No. 8 y en las grUicas No. l a la No. 16, correspondiendo Z 

grUicas por cada uno de los cuadros. 

Las grificns .se trazaron empleando los resulta<los obtenidos 

en las pruebas de seroneutralizaci6u (cuadros l a.! 8), tomando en co;; 

sidera.ción que en cada gráfica. se usó un virus como base y el otro al

a zar del mismo nuero y mu.istras con los dos virus. Pa.ra trazar la -

posición del virus corno ha~e. al': t.omó en cuenta la abscisa y l<t orde

nada aún de ajut1t:i.r los datos a una línea y para trazar la pooid6n del 

virus al azar se tomó en consideración el sitio trazado del virus basc

y la cordenacL-. vertical (abscisa). Para trai.ar la otra ¡.;ráiíca se itl·

vierten los datos, tornando el viruo que se usó anteriormente como ba-

se. al az..1.r y t:l virus qut~ s'! uaó anteriormente al t\2',:l.r, ahora como -

haoc: fÍt! i4,U..i.l n1t\.."1Ct"..l :;e cú:l;tu6 la coin[>=ltttciln\ d•! las do1J p1·ut:L>~"'.;-; 

En e!ltt: trabajo l<rn ;:rnticuerpGs producido~ por la ir;nc1;.l;1~i611 

oe di·ridieron en do11 grupos: !..-OH anlkticrpou l<~mpranoH sen:llad•)D -

en la11 gr!\ücas, correupnnd•:n ;.\la respuest:. obte me\;, a 2 y l 11<,:111:¡. -

na11 después de ta inrl<:ttlad(in, y 1011 antlr.ucrpo!l tardíou <:orr~spo1iden 

al pedodo po~l•!rior. En l:rn ftrl\fic.111 qu11 rnu•·~tr<1n el estudio cumpa· 

rativo entre l<>o do9 uiatc:::ao bioló;:h:os (IN VIVO¡;; !N VITHO) oe --

considera ron anticue rpo11 temp¡-a n.ou h;, 9ta 4 0e1nan.-.a donpuirn d<l la -

inoculación y tardío,¡ de & Beman.~:i en adelante. 
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LOOARf TMOS DE SERONEUTRAL 1 ZAC 100, 

(CUo\01'0 No, 1) 

v.319 

"' 967-25. 4. t46 : .156 
+ 989-2S. 4,2)9 - .1J9 

992-2s. J.6sa : .141 

995-28. J,999 : .2JJ 

987-JS, .l+, 540 '! .148 

989-JS, 4.228 '! .111 

992-Js. 4,520 ! .1ee 

995-JS, 4,062 ! ,176 

+ 915-)S, 2.47) - .1J5 

949-JS. J,743 ! .219 

951-)S, 2,)8) ! .196 

962.)a, 1.)40 ! .156 

971-)S. ).115: .274 

CW (ADAI',) 

J,0)4 + - .121 

3.120 
+ - .129 

2.544 + - .129 

),254 + - .188 

2.121 + - .150 

3.291 
+ - .164 

2.557 + .162 

2.844 + .186 -
2.344 + 

• 135 

2.53) + - • 188 

+ 2.0)4 - • 141 

2.007 
+ - .188 

2.6s5 ± .156 

*NOTA: 987• No. de Arete. ZS• dos 98""'1.\nU. 4. l·\B: Logarit~'º de la. dilución -

14060t .153: d11avl&ciÓn eut&ndar, el (dos veces ·~l error estandar) l( • 

.,...¡te de con!ianza al 9S%. La. colu,.,..,na de la derocha correspo:ule al lo-

gr.rit.,..,o do In. Dilución t el orror eeta.ndar, del ,.,..¡s,.,..o auciro y la ,.,..,¡s ..... a 

..... uoatra do l& colu ..... na lr.quierda, pero con dHer.,nte virus. Pe esta • 

,.,,¡,,..., ...... a.nora eatin &not11.do1 los da.toa en todo• loe cuadros. 
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LOO AR 1 TMOO DE SER~EUTRAL 1lAC1 ON 

V-)19 

967-2$. 4.148 ! .156 Z.823 + .162 -
969-2S. 4.2)9 ! .137 J.145 ! .156 

992-2S. 3.658 : .147 2.516 + .145 

995..zs. 3.999 ! .233 z.e.lfa + .125 -
987-JS. 4,540 .! .148 J.082 !" .131 

989-)S, 4,228 ! .117 2.860 + .1ea 

992-JS. 4.528 ! .188 2.651 + .164 

995-JS. 4,062 ! .176 2.á29 + .147 -
915-JS. 2.4.f) :!: • 135 Z.240 ! .109 

949-JS. J.742! .219 2.527 ! .090 

951-JS. 2,)8) ! ,196 1.650 !: .111 

971-JS. J.115 ! .274 2.482 t .147 
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~CXiARITMOS DE SERCtlEUTRALIZACION 

(CUADRO No. 3) 

(ADAP,) 

987-2S. 3.0)4: .121 

989-28. 3.120 ! .129 

992-2S. 2 ,544 ! .156 

995-?.S •. 3.254 ! .188 

987-)S. 2,721 ! .150 

989-JS. J,291 ! .164 

992-JS. 2.557 ~ .162 

995-38. 2,844 ! . lsé 

915--JS. 2.)44 ! .135 

949-JS, 2,533 ! .188 

951-JS. 2.0)4 ! .141 

971-JS, 2.482 ! .147 

ERA 

2.823 : .162 

3. 145 ! .156 
+ 

2.516 - .145 

2.848 : .125 

2.860 '!: .188 

2.651 : ,184 
+ 

2.029 - .t49 
+ 2.829 - .149 

2.240 :!' • 109 
+ 

2.S:l'T - .C\98 

1.650 ! .111 

2,482 ! .147 
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LOOARITt.40$ DE SERONEUTRAL 1ZAC1 ON. 

(CUAO"O NO• 4) 

v-212 cvs (ADAl'o) 

987-4$. 3.120 ! .156 2.920 : .1BB 

989-4S. u..116 '! .172 2.)64 : .174 

992..4S. 4.228 '! .227 J.oo6 ! .166 

995..4S, lh548: .192 J.456 ! .166 

987..6S. 3·558 ! .194 2.650 ! .139 

9e9..6s. 4.276 ! .201 3.876 ! .147 

992-ós. 4.249 ! .ii5 + 
2.745 - .168 

995-6S. 4.268 ! .162 3,524 ! .184 

987..SS. 2.162 ! .111 1.653 ! .111 

989..SS. 4.224 :!; .152 J.770 ! .217 

992-SS, 1.899 ! .145 2.47J ! .135 

995..as. 4.224 ± .201 2.287 t .t17 

915-6S. 2.147 ! .186 2.724 ! .180 

949-óS, 2. 744 : .2J5 2.113 ! .197 

951-6S. 1.009 ! .196 + 
J.190 - .194 

962-6s. 2.093 ! .172 2.201 ! .131 

971-6S. 2,785 ! .209 2.6.57 ! .r.n 
2.103 ! + 915-)M. .229 2.582 - .1u.·r 

949-JM. J.062 ! .100 + 
2.248 - ,352 

951-)M. 2.103 ! .190 1.869 ! .176 

962-JM, 1,872 !: .112 
+ 

1.300 - .123 

971-JM, J.75) ! .150 2.458 :!: .156 

915..61.1. 2.030 ! ,174 1.303 ! .1)7 

949-6M. 2.4)8 ! .166 ).OJO ! .112 

951-':M. 2.143 ! .196 1.560 ! .147 

962.&.1. 1.602 !: .168 1.544 ! .125 

971..61.1. 2.100: .16-0 + 
2.395 - .147 
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LCXiAR 1 TMOS DE: Sé:RCNEUTRAL 1?.AC1 ON 

(CuAO~O No. 5) 

V·l12 ERA 

987-4S, J,720 ! .156 2. 790 ! .135 

989-4S. 4.176 '!° .112 3.a92 ! .182. 

992-4$. 4,226 '!: .227 2,644 : .121 

+ :!: 995-4s. 4,54a - .192 2.311 .150 

987-6S. J,558 "!:; 
+ 

.194 2.491 - .019 

9B9-6S. 4,276 : 
+ 

.207 J.768 - .119 

992-6S. 4,249 ! .225 2,273 : .115 

995..6S •. i..,260 ! .162 J,011 ! .074 

90'1-8S, 2.162 : .111 1.653 :!: .111 

+ 
3.110: 989-BS. i1,224 - .152 .217 

+ + 
992-BS. J,099 - .145 2,47) - • 135 

995-85. 4,224 : ,201 2,28'! ! .117 

915..6S. 2, ¡1¡7 ! .106 1.950 ! .1t1 

949-65. 2,744 ! .235 2.105 ! .100 

962..6$. 2.093 : .172 1,701 ! .094 

911 ..6s. 2.7BS ! .209 1.1m ! .141 

915~JM~ 2.10} !: .229 t. 760 ::: .139 

),(X}2 : 
+ 

949-JM. .100 2,480 - .147 

962...óM. 1.602 ! .160 1. 500 ! .145 

911...óM. 2,700 "!: .160 2..620 ! .14J 



·, 

32 

LXAillT\•CS OE SERCtlEUTRALIZACICN 

{Cu"º"º No. 6) 

c·1s 1~04 ... ) ERA 

987-áS. 2.920 :t • Hli:l 2.190 ! .135 

989-45. 2.)64: .174 J.092 : .1e2 

992-4$. J.Ooó ~ .166 2.644 : .121 

).456 : 
+ 

99s-i,s. .166 2.)71 - .150 

987...bS. 2.650 ~ .139 2.491 
+ 

.019 -
989-i.iS. 3.01ó : .147 

+ 
).768 - .119 

992-óS. 2. 74) :: .168 
+ 

2,27) - .115 

995-óS. 
... 

.164 
+ 

).521+ - ).011 - .074 

907-SS. 2.1~: .188 1.653 ~ .111 

98º-BS. 3.722 ! .158 ),770: .217 

992-0S. .:!,4W :'.: .170 2.47) ~ .135 

995.as. 2.771 : .176 2.207 ! .117 

915..6s. 2. 721¡ ! + 
,180 , ,950 - • 111 

2.71): 
+ 

949..6s. .197 2.105 - .188 

962~5 .. 2.201 ! .1)1 1. 701 
+ - .{\$4 

2.r):.·1 : 
t 

971-éS. .1'}7 l .1•27 - • 1111 

... 
1. 760 ~ 91 )-Jl.I. 2.)82 - .147 .139 

2.241l : 
... 

949-)!.1. .352 z.4ao - .11;7 

962...f,1.1. 
+ 

1.544- , 125 1.500 ! .145 

911..iJM, 2.395 ! .147 2.620 ! , 1'¡) 
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~OGARITMOS OE SERONEUTRALIZACION 

(CuAoAo No, 7 ) 

>1t P. R, P. 

907-Js. 2.974 ! .090 

918-JS. J,483 ! .117 

921-JS. 2.250 ! .103 

91+7-JS. 2.230 ! .103 

951-JS, 2.150 ! .117 

962-3S· 2.212 ! .105 

971-36· 3.oo6 :!: .101 

971+-JS. 2,o63: .121 
+ 

9BJ-3S· 1.519 - .064 

986-JS 2.908 ! .074 

9o6-Js. 3.160 t .014 

94J-3S. 2,778 ! .101 

9116-Js. 2.099 !' .092 

949-JS. 2.755 ! .OJJ 

955-JS. 2,79) ! .123 

915-JS. 2,7)9 ! ,099 

924-JS. 2.922 ! .117 

925-JS. 2.1}60 ± .082 

930-JS, 2.755 ! .082 

987..4S. ).334 ! .109 

999..1is. 3, 193 ! .099 

992..4S. 3,094 :!: .119 

995-46. J.)84 :!: .101 

996-4S. 3,451~ ! .027 

• Prueba de: reduccion de placa.11 

.,., Prueba cliÍ:ilca on ratones. 

••i".C.R, 

2.419 :!: 
+ 1.747 -

1 .747 : 
+ 

1.747 -

1.a51 ! 

1.971 : 

J.184 ! 
+ 

1.a51 -

2.553 ! 
+ 

2.316 -

2.534 : 

2.534: 
+ 

2.446 -

2.345 ! 

Z.181 :!: 

2.534 ! 
2.619 ! 

+ 
1. 567 -

2.534 : 

3.233 : 

'.3.)79: 

'.3.212 : 
+ 

2.279 -
- .. ·~ + 
~.'IOU -

.110 

.140 

.24) 

.139 

.158 

.247 

.123 

.123 

.105 

.27) 

.135 

• tJ5 

.171 

.260 

.159 

.135 

.115 

.180 

.115 

.135 

.175 

.132 

.177 

• i2j 

• 1 
1 



LCX>AR 1 TMC:S OE SERCHEUTRALI ZAC ICH 

p • R. p, 

9)0..óS. ).695 ± .129 

907-6.S. 2.956 :!: .101 

925-6S. 3.139 ! .064 

924-6s. 2.120 ! .101 

915...65. 2.720 : .096 

911...ós. 3.019: .101 

95$...ós. 2.511 ! .099 

949-6s. 2 .492 ! . 107 

943..6s. 2,492 ! .1ar 

922...6$. 3. 1.69 '!: • 066 

9<t>-6s. 2.860 :!: • J 19 

916...6s. 2.900:: .121 

951-6s. 1.924 ! .099 

962-6s. 2.110 ~ .!21 

971..6s. 2.133 :!: .101 

94J-)M. 2.191 ! .11\ 

949-JM. 2.874 ~ ,10) 

995-)td. 2.471 :: .101 

911-)M. 2.191 ! .111 

915-'.lM· 2,lJJ ! .101 
+ 924-JM. z.153 - .oao 

925-JM· 2. 79) ! .12' 

907-JM. 2.)80 ! .~ 

. - ·.. ~' - . - ~~ -- . 

P. C. R. 

3.164 ! .123 

1. 797 :!: .151 

'.h215 ! .132 

2.609:: .123 
+ 

1. 747 - .101 

1.9)6 :: .)84 

1.191 ! .160 

2.166 ! .125 

2.370:: .t67 

2.}46 :: .117 

2.184 :: .125 

2.358 ! .111 

1.048 ! .111 

2.)79 :: .171 

2.184 : .127 
+ 

2. 'í2'1 - • IJS 

2.446 : .r11 

2.521 : • l)'.i 

+ 
t .774 - .165 

2.1.93 ! .1)0 

2.233 ! .1)7 

1.960 :!: .123 

2.202 ! .\JI 
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LCCARITMOS DE SERONEUTRALILJ\CION 

P. R. P. 

947-3M. 2.145 I .113 

918-)M. 2.516 ! .094 

971-)M. 2.74S : .090 

98)-}'4. 1.613: .141 

986-3M· 2.295 ! .092 

906-6M. 2,2)7 ! .10) 

955-61.1· 1.e51 ! .084 

915-6M. 2.256 ! .090 

925-6M. 2.915 ! .090 

930-6M. 3.490 ! ,070 

905-6M. 2.212 ! .051 

962.-61.1. 2.618 ! .039 

971-6M. 2.:m :!: .010 

9BJ-6M. 2.041 ! .oa5 

9a9-6M. 2.236 ! .001 

CONTINU .. CIÓN 

P. C. R, 

1.051 ! .123 

2.)79 : .168 

+ 
2.212 - .132 

1,857: ,12) 

1.048: .171 

2.512 ! . 17.5 

1 ,631 : .270 

1,186 :!: .120 

2.533: .135 

J.220 : .135 

2.533 ! .135 

1.961 t .113 

2.200 : .132 

2.001 ! .151 

i.048: .m 
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C11.o.0110 No. 9 

No. 011: Q.t\roa No. os: O.o.roa No, OE DATOS 
Vl"UI BASE V¡11us AL Az.0.11 ~ 512' DIEEl!l~Cl6 NFAAityQ& 

" V -319 CVS(ad~p!ado) 1/l3 3/13 9/13 

8. CVS(adaptado) V-319 9/13 3/13 1/13 

&cV-319 ERA O/lZ 1/12 11/lZ 

&ERA V-319 11/lZ 1/12 0/12 

& CVS(adaptado) ERA 1/12 8/12 3/12 

&ERA CVS{adaptado) 3/12 8/1?. 1/12 

"V-319 CVS(adaptado) 3/27 lZ/27 12/27 

" C VS(adaptado) V-319 l?./27 12./27 3/27 

" V -319 ERA 0/20 5/ZO 15/ZO 

"ERA V-319 15/20 5/20 O/?.O 

" CVS(adaptado) ERA l/ZO 10/20 9/20 

"ERA CVS{adaptado) 9/20 10/ZO 2/20 

t.: P.R.P.(V-319) P.C.R. (CVS) 1/24 9/24 14/24 

tr P. C. R. (CVS) P. R. P. (V-319) IA/24 9/24 1/24 

"P. R. P. (V-319) P. C. R. (CVS) 0/38 l4/3B 24/3S 

" P. C. R. (CVS) P.R.P.(V-319) 24/38 14/38 0/38 

g, ANTICUERPOS TEMPRANOS 

ANTICUERPOS TARDIOS 

Los ani,...,ale11 fu.eran in,..,.,unir.ados con ti! -virus V-319, slenr.lo <18te el virus 
hOl'T"Ólogo, este e! ..... áa aenal.blc que un •,\rus heterÓlt)go co•"v lo es el 
CVS adaptado~. cultivos de tejidos. 

El nu ..... erador es d total de .,.,uestr:u1 que caen en esta categor(a y el dcn2 
~inador el nÚ..,..<1ro de ""uoatra.s exa~inada.s. 
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DISCUSION 

Se ha. dicho que la. prueba de scroneutralizaci6n en ratones y la 

prueba de reducci6n de placas, muestran una. correlaci6n completa(lZ). 

También se considera que la prueba. de rcducci6n de placa.e ea cien ve

ces más sensible que la prueba en ratones para. detectar anticuerpos -

tempranos y diez veces mis sensible que la prueba en ratones para. de

tecci6n de anticuerpos tardíos. L;i..; Figuras 13 y 14 corrcepor'd·'n a la 

comparación de las dos pruebas, utilh:a.ndo sueros de menos d" cuatro 

semanas después de la vacunaci6n y consideradas como anticuerpos -

tempranos. Podrá notarse en estas dos gráficas que si bien cxinte una 

tendencia a la distribución lineal de los datos no a.justa.dos a una linea.

de predicci6n, (los da.toa pareados, marcados "al aza.r" en lae grá.íi-

cas) la correlacl6n dieta mucho de ser "complt'•a.". Cabe hacer notar 

que cuando se usan los da.tos de la. prueba de reducción de placas como 

base (valor lineal ajusta.do), la. dietr ibuci6n de 1011 datos de la. prueba -

en ratones es oumo.mentc desordenada (Fi¡¡ura 13) lo que no oucede en 

el mismo grado cuu.ndo ee invierte la forma de dist-ribuci6n de los dntos 

(Figura. 14) eota oboerva.ci6n aunada a loo márgenes mlie a.mplioa de -

loe límite e de confianza para. la prueba. on ratones, noe indican que la 

prueba. de oeronoutrall:zación rné menor c:infil\ble en e eta serie de prll!?_ 

bas que la prueba de roduc cl6n de pla.caa. 

sensible que la. prudba. en ra.toncu en •uta prueba eíectuada con a.nticue.r 

pos temprano a. 



La baja l:on!iabilidad de la prueba en ratones observada en la

prueba .eicctuada con anticuerpos tempranos es también evidente en la 

prueba efectuada con anticuerpos tardfoo (Figuras 15 y 16). Si bien -

en este ca.so ningún tftulo de seroneutralizaci6n en ratones a.rroj6 un

da.to superior a. la prueba de reducción de placas, como ocurri6 con -

anticuerpos temprano9, el porcentaje de datos que no aon significativ:~ 

mente düerentc (37%) y aquellos en loa que aún habiendo diferencias -

significativas, esta.a son muy pequefl.as (es decir existen diferencias -

significativa e pero no altamente signüicativaa). es mayor. La prueb.; 

de reducci6n de placa.e también en eatc caso es m.1.s sensible que la -

prueba en ratonea. La prueba de reducc16n de placas en cinco vecea

más sensible que la prueba en ratones usando sueros de más de cua-

tro semanas después de la vacu:'tación. 

En los experimentoo aquf reportados, la prueba de reducci6n

dc placa.a rel'ultó mia scnuible qu,~ la prueba en ratones. Ademi:i la.

prueba de reducción de placas ca n1ág aensíhlt: en d c•\so de anticut·•·

poo tentpranos qu<' "ºel c:i.ao d.: a.ntic\1torpo• ta.rdfon, lo cu;d c:oinci<lc 

con lo reportado por el comité de t!XJ>ertotí en ra.bi;t <li: la. Orga.nizad6n 

Mundial de la Salud ( 12). Sin embargo, la diferencia en e1<.'nsihilidad-

observada por nosotroo cu menor ,\la rc:porta.da. Est.1 discrcpa.nci<> -

en loe result.ado11 podrfa deberse a las cepa» de virus utilizadas en e~ 

d;i ser le d., exper imentoo. 1 l..a.11 ponihk i; diforenda.o a11t!g.S11icao entre 

cepae también fuero11 examinadas por noaotrou y los reoul\adoa se di~ 

cuten a continuación; 
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Si bien la serie de pruebas efectuadas en este trabajo no uon 

1uHclento para llegar a conclusiones definitivas sobre diferencias -

antigénicaa entre cepas de virus rábico adaptadas a cultivos celu

lares, 11 aa poeible hacer algunas comparaciones, limitadas por el -

número de muaetras y tipo de auaros empleados. 

El cuadro No. 9 resume loa hallazgos de toda la serle de -

pruebas, indicando el número de sueros que caen en cada categor{a. 

Loa datos anotados como poaltlvoa son aquellos en que el título re

ducci6n da placas Cué superior a la muestra correspondiente usada C.Q. 

mo baee ajuatada a una Hnea recta, El dato anotado como negativo es 

aquel que arroja un t(tulo Inferior al ajustado y los datos anotados co

mo aln diferencia ion. aquellos valorea cuyos límite a de coníi..11.nza se

tocan o ae superponen en la gráfica. Por ejemplo en la figuro No. l, 

el primer para de datos, de Izquierda a derecha, es un dato positivo. 

Los aigulentea tres parea de datos se consideran uin dHl!rencia por -

que ee tocan o ~e superponen ion tÍtuloa de rCh.h.l(;Ci6n dG pl•c~.: y el -

reato de loa datoa están anot11doa como negativos en el cuadro No. 9. 

El cuadro 9 entonces ea el vaciado de loo datos de las Figuras la 16-

corra epondlendo cada línea. 11 una figura diferente. 

La comparacl6n dal vlru• V-319 (hom6logo} con el CVS con

anticuerpo• tempra.noe (Flg. l y 2) arroja un dato de mayor •enaibll.l 

dad de la prueba. de reducci6n de placa.o con ril viruo homólogo que - -

con el heter61ogo. Se puede observar una cosa eemejante cuand.1 coin 

paramo• el viru1 V-319 con l!\ cepa EFI\ (Flis. 3 y 4) también con ---
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anticuerpos tempranos. Es decir en loe dos casos en que se compara 

el viru11 homólogo con un virus heterÓlogo, el prixnero es más compl~ 

tamente enutralizado por su antisuero. Cuando se compara los virus -

heterÓlogos entre sí, también con anticuerpos tempranos (Fig. 5 y 6)

notamos que la mayor f>Hte de los datos (B de l 2) cae dentro de la ca -

tegoría. "sin diferencia", lo que nos indica que los sueros empleados -

son igualmente ineficientes para neutralizar a ambos. 

En el caso de la comparación de V-319 contra CVS con anti-

cuerpos tardíos (Fig. 7 y 8), los resultados son menos claros. Conti

núa existiendo la tendencia a observar títulos más altos con el '-'i!'~"B h2_ 

mólogo, pero el número de datos sin diferencias significativas es muy 

al.to (l Za Z7). Cua.ndo se compara V -319 con ERA con anticuerpos ta!,. 

díos (Fig. 9 y l O) nuevamente obtenemos títulos máa altos con el ·1irus 

homólogo. 

Por último cuaudu se comparan !os viru!! hetr.l"Ólogna entre sí, 

obtenemos nuevamente un alto número de d:\tos sin diierencias 1tigniíic.~ 

tivae (10 de ZO), Ademáe, las diforcncia.11 observadas ·~ntre loa títulu~ • 

de 11eroncutrali:..aciÓn obtenidos con loo sueros que 11i tuvieron düeren

cia11 cstad(utica.mentc mlgnlficativa.e son muy pequcflan, con una a doa e~ 

ccpciones. 

La prueba de reducción de pla.cas ea más !lenoihle que la prue -

ba de scroneutrali:.r:ación en ratones tanto para conducir prueba.a de vac~ 

mu como para. eatudiar poelblco diferencia.a a.ntlgánicas entre virus. ·-
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Las pruebas comparativ;is de seroneutralización cruzada que 11e han h~ 

cho en el· pasado utilizando ratones, no han revelado diferencias entre -

cepas de virus de rabia de diferentes or(genes. Según los resultados -

de este trabajo, cabe supontir que estas diferencias puedan detectarse -

debido a la mayor sensibilidad y confiabilidad que proporciona la prue

ba de reducción de placas. 

Cabe suponer que las diferencias de sensibilidad observadas -

entre la prueba de reducción de placas y la seroneutralización en rato

nes pueda ser debida en parte a que la prueba en ratones se efectúa con 

un virus heterólogo (CVS) en tanto que la prueba de reducción de pla-

cas efectuada en este estudio se efectuó con el virus homólogo (V -319). 

Es quizá pertinente recomendar que cuando se efectúen pruebas de va.

cunas, se emplee La cepa homóloga para la prueba de reducción de pl~ 

cas, siempre y cuando ento sea posible. 



CONCLUSIONES 

l, • La prueba de reducción de placas es diez veces más sensible

que la prueba de seroneutralización en ratones en la detección 

de anticuerpos tempranos y cinco veces más sensible en la d~ 

tección de anticuerpos tard(os. 

z. • La prueba de reducción de placas es lo suficientemente sensi

ble y confiable como para. permitir detectar diícrencias en los 

títulos do seroneutra!izaclÓn contra virus homólogos y heteró

logos, 

3, - Ea posible que la dl!erencla en sensibilidad observada entre -

la prueba !!! ~ y la prueba.!:!! Y.!!!.2. sea debida más a dlfe -

renclaa entre cepas que a diierencias intrfosecas de la sensi· 

blHdad de las dos pruebas. 

4. • Ea recomendable usar ce¡;as de virus homólogos en la evalu'?,. 

ción de anticuerpos circulantes de animales vacunados, 
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