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INTRODUCCION,

Los primeros intentos de inmunizacién con material pro=-

cedente de ave, fueron realizados por A, Marie (6) del InstitptoF

Pasteur de Paris., En sus investigaciones observé que el virus ri-

bico, pasado a través de pollos y pichones, reducia su viruiencia
para el conejo y cobayo; que estos animales inoculados con mate=--
rial nervioso de aves que habfan sucumbido a la infeccién rébica,
mostraban aumento de resistencia contra la exposicién intramuscu-
lar con virus fijo de calle, Pero la atenuacién progresiva del vi
rus en las aves, impidié realizar con régularidad los pases en sg

rie y el procedimiento se consideré inaplicable.

En los dltimos decenios, el desarrollo de las vacunas -
antirrdbicas con virus modificado y preparadas en embridén de - ———
pollo, hizo posible la produccién comercial en gran escala que == =

era necesaria para la realizacién de programas nacionales de con-

trol mas eficaces y précticos,basados en la inmunizacién periédi—
ca y masiva de la poblacién canina, asi como para la prevencién =
de la rabia en otras especies animales y en el hombre.En su prepa
racién se pueden utilizar dos cepas diferentes de viru; r&bico mo
dificado,la cepa Flury o la cepa Kelev, pero la primera ha recibi
do mayor aceptacién mundial.

Originalmente, la cepa Flury fué gislada del tejido ner
vioso de una nifia, asi llamada, que murid de rabia el 24 de Marzo

de 1939.

- — - —— i, i



Leach y Johnson (5) de los Laboratorlos de la D1v1516n-
Internacional de Salubrldad, de la Fundacxdn Rockefeller alslaron '
el v1rus pasédndolo dlrectamente del huesped humano a pollltos de-

,un dia y lo mantuVLeron por pases contlnuados en estos ﬁltlmos -

anlmales-

Envel_pase‘de alslamlento, los pollltos presentaron pa=

~(8) quienes la adaptal

dbe}’Eetafhueva"adépfac;en

propiedades patogénicael
pase en embrién de pollo

vasividad por vIa parentera

la virulencia para leg;mls
introducido el.Qifﬁeeﬁp
fueron aprovechedee;p‘ ;'szg,ff", ,grgL
los perros, 15‘;ﬁ;1
. passage).,

_En el curso de pases posterio

la cepa Flury sufrié otros cambios,brqugd en su paﬁogenicidad.

A partir del 180° pase, fué aparente su ipeapacidad para matar al



rat6n adulto y después del 182° pase en adelante, dejo de matar =

al ratén Jdven de 14 dfas, pero los ratoncltos lactantes permane-

nfracérebral. Las

]déquue*representaban.diférentes,niveles de la adaptacién en‘los-

ng;lmeros'QdﬁPESééhéoﬁégéutlvos. La comparac;én de los tftulos DL~

50, en ratones y pollitos de un’ dia ‘inoculados lntracerebralmente
con las mismas  suspenciones, findicé una sensibilidad mayor de los
poliitos en los primeros pases. Por -el 60° pase, los titulos en -
los pollitos fueron iguales o ligeramente inferiores a los obteni
dos en ratdnés. Los mismos investigadores dicen que aunque es di-

ficxl precxsar las alteraciones gue pudieron ocurrir en las carag

teristlcas patogénicas de la cepa Flury durante sus adaptaciones-



;iipéiiéry él embrién de pollo, parece no haber sufrido durante =
80 pases un cambio profundo en su invasividad intracerebral para=~
el ratén, haﬁster, rata, cobayo y pollo de un dfa. Posterior in--—
. formacién relacionada con el efecto patégeno para el pollito de -
un dfa, no se ha podido localizar o no existe. |
Por el estudio de estos datos, se encontré deseabié ﬁaqer -
pruecbas exploratorias sobre el efecto patdgeno para los»poiips de
un dfa, originado por las vacunas comerciales que se encuentran -
en el mercado, y preparadas con la cepa Flury LEP’ con la esperan
za de lograr alguna informacién, que de ser interesante, sirviera
como orientacién de otros trabajos de aplicacién préctica en el =

estudio de este tipo de vacuna.




MATERIAL Y METODOS.

VACUNAS:

A) Se utilizaron vacupas“qqtiéféﬁ’bé‘v
pollo con laqcepa Flury LEP (baﬂb:pééé5é5ﬁY'désécadés
bricadas por cuatro diferentes laboratorios comerciaiésifﬁ
prueba se emplearon dos muestras del mismovlaboratori6;7ié

les se reconstituyeron segtln instrucciones del fabricante:

dencia, numerédndolas del 1 al 4.
B) Para comparacién selutilizé;gn.dos muestrasfa -vacu

na antirrébica de un laboratorio;iﬁréparédé con cepa Flury de HEP

(alto pasaje) y desecada al’vadfg La

mismo tratamiento que las_deﬁp

ANIMALES:

Para revelar la patogenicidad de la cepa Flury en sus =—

formas LEP y HEP, asi como para titulaciones del virus, se utili-
zaron 14 lotes de 25 pollitos de un dfa de edad, raza leghorn, ob

tenidos de una misma Planta de Incubacién de tipo comercial.

METODOS DE PRUEBA:

A) A cada vacuna, reconstituida con el diluyente propor
cionédobpor el fabricante, se adicioné agua destilada estéril para
completar un volumen de 10 ml. Esta suspensién, que representa la-

dilucién 10'1 fué inmediatamente inyectada intracerebralmente a --

os ‘vacunas recibieron el-



cada uno de.los.25 pollitos que forman un 19t9¥psag@97dosis de -~

0.03 ml.

B) Después de la inoculacién, ios pollit6§ fﬁeron colo—
cados en criadora tipo de bateria para mahtéﬂeflésyen condiciones
favorables para su desarrollo y observacién duréhte un perfodo de
treinta dfas. Los pollitos que acusaron manifestaciones nerviosas
atribuibles a la rabia, fueron sacrificados y se les extrajo el -
cerebro. Una parte se conservé en congelacién para uso posterior=-
"y otra parte se utilizé para verificar el examen histopatolégico.

C) Para constatar la practicabilidad del método de titu
laciones del virus en pollitos de un dfa, se emplearon los frag—-—
mentos de cerebro obtenidos de los primeros pollitos que enferma-
ron en cada lote de prueba., Un gramo de material cerebral, tritu-
rado en mortero de Ten- Broeck y suspendido en 9 ml. de agua des-
tilada estéril, constituye la dilucién 10’1 con la cual se prepa=-
raron diluciones hasta 10-5. Para controlar posibles contaminacio,
nes bacterianas, el diluyente fué adicionado con 1000 UI de Peni-
cilina G potédsica y 1 micrcgramo de sulfato de dihidroestreptomi-—
cina por ml.

En cada prueba se utilizaron 5 pollitos por dilucién y=-
se inyectaron intracerebralmente con dosis de 0.03 ml. Durante un
perfodo de 25 dfas fueron observados diariamente. Las muertes —--

ocurridas antes del 5° dia después de la inoculacién, se conside-



-raron—-inespecificas y no se incluyen en los resultados. e

Los cerebros de pollitos que mostraron manifestaciones=- :
nerviosas fueron sometidos a examen histopatolégico por los méto—"
dos de Sellers y Wilhite, para comprobacién diagnéstica.

El titulo de la DLg, correspondiente a cada vacuna fué-

determinado por el método de Reed y Muench (11).



 REsuLTADOS.

Las manifestaciones de rébia;”én lo$'diﬁérehteS?gfﬁﬁbg?’”"
de pollitos inoculados con diluciones al 1:10 de las vacunééf&ev?
prueba, se presentaron en perfodos variables. Estas manifestacid-
nes consistieron en excitacién, incordinacién en la marcha, pard-
lisis de los miembrés y otros sintomas de encefalitis, sin embargo,
no pudo ser bien apreciada la duracién de la enfermedad debido a ~
que un buen ndmero de los pollitos con pardlisis fueron sacrifica-
dos para extraerles el cerebro a fin de confirmar la especificidad
de la infeccién,por la presencia de corpusculos de Negri. Y para =
ensayar la titulacién del virus en otros grupos de pollitos de un=-
dfa. Cuando no fueron sacrificados, murierdn después de 4 a 6 dias.
Por lo tanto, el efecto patogénico del virus contenido en las vacy
nas es apreciado en términos de letalidad.

A partir del 5° dfa de la inoculacién se observaron los
primeros signos del padecimiento, pero el mayor ndmero de anima=-—
les gravemente enfermos fué registrado entre el 10° al 15° dfa, -
perfodo en el cual fueron sacrificados o se dejaron morir.

El resumen de resultados obtenidos después de un perxio-
do de treinta dfas de observacién, es mostrado en el cuadrxo Si=-=
gyiente; los datos corresponden a los dos grupos de 25 pollitos -
que fueron inoculados, cada uno con una muestra diferente de vacu,

na pero del mismo laboratorio.



Cuadro I.

Vaéunas;  ‘  ' " Relacién de mortalidad Porcentaje de mox
: o talidad.
L 13/50 (1) 26
2. : 17/50 34
3. 7/50 14
4. | 11/46 (2) 24
 .(i)”¥ N® de muertes/N° de pollos en la prueba.

::(2) = 4 pollos no fueron incluidos en la prueba por muerte in- -

especifica.

Los resultados obtenidos en los ensayos de titulaci6n =
del virus en pollitos de un dfa, empleando los cerebros de pollos
que primeramente sucumbieron a la inoculacién intracerebral de --
las suspensiones preparadas con vacunas, quedan incluidos en el -

cuadro siguiente:

Cuadro II.

Origen de los cere DILUCIONES TLtulo
bros inoculados. o DLgy/0.03ml.

101 102 10~5

vacuna 1. 5/5 3 (1)
vacuna 2. a/5
vacuna 3. N : ';2/51

vacuna 4, o {;2/$f




(1) = Logaritmo 10_?

En cuanto a los resultados de la inoculacién intracere=--
bral practicada en 50 pollitos de un dfa, empleando suspenciones-
al 1:10 de vacunas preparadas con cepa Flury HEP (alto pasaje), -
fueron totalmente negativas. Ninguno de los pollos mostrS altera=-
cién alguna en su comportamiento y desarrollo, durante un perifodo

de treinta dias.



. DISCUSION.

De las cepas ée §i?§s::abico»conqcidas;fla‘Flury es la=
Gnica que, desde su aislamiento,‘h; sido‘mantenidéven pollos y en
embriones de pollo, Durante el curso de los pases seriados, ocu--
rrieron cambios de patogenicidéd para diferentes mamfferos, que =
sirvieron para normar su uso como vacunas vy fijar las bases de su
estandarizacién.

A pesar que el pollo es el huésped dondefsgfggig%ﬁaron-
,tan,importantes modificaciones, Koprowski y Cox (é)\aif;;éhidg re
gistrar los tftulos de la DL. 50 para este animal,’éi hivelndel -
60° pase de la serie de re-adaptacién al embrién de pollo, y di~-
cen que durante 80 pases, el virus no sufrid cambios mds profun=—-
dos en su “invasividad" intracerebral para el ratén, hamster, ra=-
ta, cuyos y pollitos de 1 dfa de edad.

Como hasta el nivel del 176-180° pase en embriones, el=-
virus dejé de ser letal para el ratdén adulto, se pensé que condi-
, qién siTilar podrfa existir para el pollo de 1 dfa. Para explo--
':ra: esta situacién, se consideré la posibilidad de que los labora,
torios productores de vacunas antirrdbicas, estuvieran utilizando
la cepa Flury con pases posteriores al 60° éasé o préximos al 1I-
mite correspondiente al virus. HEP, y que el estudio de ese mate--
rial podria revelar alguna indicacién al respecto,

Por los resultados de las inoculaciones intracerebrales



en cada uno de los grupos de pollitos, empleando las vacunas di--
lufdas a 10'1, es evidente que el virus contenido en las vacunas=-
de los 4 laboratorios comerciales, retiene adn su capacidad para-
matar al pollito, pero en grado variable (Cuadro I). En todos los
casos, la mortalidad fué inferior al 50%, variando entre 34% a =-
14 %, lo cual significa que el titulo DLg, es menor de 1071.0, -

Comparando estos resultados con el titulo de 10_4‘75

. del 60° pa=-
se y dltimo pase registrado por Koprowski y Cox (8), se observa =
considerable diferencia que puede atribuirse, principalmente, a -

dos factores combinados: (a) cantidad reducida de virus en las va

cunas; y (b) grado de patogenicidad del virus empleado como vacu= ..

~ na,

En relacién con este aspecto, son interesantes ;os re;—.
sultados de las titulaciones del virus en los cerebros de polli=-
tos que sucumbieron o se sacrificaron en estado avanzado de pard-
lisis, Desde luego, la especificidad de la infeccién fué previae-

mente comprobada por la presencia de Corptisculos Qe Negri,_§ér -

. los métodos de Sellers y Wilhite (13).-

Los resultados sumarizados en el Cuadr estran --

una capacidad letal mayor del virus de’éaqa;vacun_ jgespués‘del -
pase intracerebral, aunque los aumentos no fueron en la misma pro

porcién. En los cerebros inoculados con las Vacunas 2 y 3, que ha

bfan causado la mortalidad mayor y menor (34% y 14%), los titulos



de la DLg, fueron del orden lszfs yV}Q—?féwxespggpiyamentg,VEn -

cambio, los inoculados con las Vacunas 1 y 4, que tuvieron indi--
ces de mortalidad muy semejantes (26% y 24%), proporcionaron titu

los DLgy de 1020 y 1078

« BEs significativo que la Vacuna 4, en
ambas pruebas - inoculacién directa y de titulacién- haya ﬁostra-
do el ménor grado de patogenicidad. Estos hechos dan la impresién
que el pase intracerebr%l inieial, sirvié para “fijar" o "realzar"
la capacidad propia dél virus de cada vacuna para matar al polli-
to, como simple resultado de la propagacién éptima de las particu
las virales mds activas. Koprowski, Blaék y Nelsen (9) dicen que-
el virus Flury, en sus formas LEP y HEP, representan, en sus res-
pectivos estados de adaptacién, una poblacién de partfculas virae
les heterdgeneéﬁente patégenas para diferentes mamfferos. No obg
tante de no haber incluido al pollo en sus ensayos para separar—-¢
las, confirman el concepto de la existencia de diferentes formas-~ .
de virus en las diversas fases de adaptacifn. Por lo tanto, es =~
muy posible que entre los segmentos de la serie del 60° al 180° -
pase, las poblacioneé heterogéneas: virales acusen menor capaci~-
dad letal para ei pollito a medida que se acercan al nivel del =~
180° pase. La prueba comparativa, verificada con la vacunaprepa--
rada con virus Flury HEP (180° pase en adelante), claramente mos-
tré que el virus también ha perdido la capacidad de matar al po--

llito, como la perdié para matar al ratén adulto. Este resultado-

confirma el concepto anterior y puede servir de base para un pro=

t



cedimiento °°mplementaric §u¢'ayudé a distinguir las formasiiéfi

Asf pues, por'las ‘esﬁlﬁédbs obtenidos con los procedi- -

mientos anteriormente descriﬁés;jse llegé a la comprobacién de =-
que el virus rédbico existente en cada una de las vacunas comercia
les ensayadas, pertenece a la cepa Flury en su forma LEP, y muy -
posiblemente, con un n@mero de pases comprendido en la porcidén su

perior de la serie, siguiendo el orden decreciente del tftulo ==—

DLso alcanzado, después de un pase intracerebral por el pdiiité"éf

de 1 dfa de edad,

De la discusi6én anteriox, surge otra'posiblenapliéaCiGn;
basada en las experiencias de Koprowski y C§x (83 f ;n.ios mismos
resultados aquf presentados. Esos investigadores, verificando ~--
otra serie de 25 generaciones por la técnica de pases alternos en
pollos y embriones, observaron que el decrecimiento del titulo =--
DLSO' ocurrido en los primeros pases de la serie directa de em—~
brién, era eliminada claramente, y como después de pases mds avan
zados, el titulo en los ratones llegé a igualarse en ambas series,
entonces descontinuaron la serie alterna, al nivel del 25° pase.-
Este hecho deja entrever la con&eniencia del empleo de uno o dos=-
pases alternos cuando las pruebas de las vacunas preparadas, en =
escala comercial, con la cepa Flury HEP,indiguen decrecimiento del

titulo DLgy en el ratén, persistente e indeseable. Puesto que = =

el virus se sigue manteniendo ininterrumpidamente en la misma es-

Y.



pecie éhim§l;7§lUuso réstringido Gel pase alterno tendrfa solamen
,;,ﬁeiéiﬁefectd de "fijar" la cualidad patogénica del vifﬁs necesa?—
:Vriérpé:a:mantener los titulos DLg, en un nivei satisfactorio. Sin
éﬁbargo, este recurso técnico requiere una investigacidn C§hfif@é[
toria para ser aplicable. | e
| Por dltimo, el empleo del pollito de 1 dfa de edad como‘
sujeto de experimentacién, ofrece algunas ventajas précticas. No-
siempre es posible lograr resultados uniformemente satisfactorios
cuando no se dispone de un buen ndmero de ratones de la misma =~—~
édad, procedencia, raza y sexo. Cuando se agrupan ratones machos-
:adultosg o hembras y machos, frecuentemente ocurren pérdidas por-
fiﬁas, 0 los animales estédn bajo constante tensién, Mientras que-
cbn el empleo de pollitos, se evitan esos inconvenientes, es f&--
cil adquirirlos de la misma edad, seXo y raza, y a un menor costo.
Basta tener una criadora con su equipo de alimentacidén para satig,
facer las necesidades requeridas para periodos de observacién de-

30 dfas.



4.

CONCLUSIONES.

La cepa de virus r&bico Flury de “"Bajo pasaje" (LEP) conteni=
da en las cuatro vacunas preparadas por 4 diferentes laborato
rios comerciales, pudo ser reconocida por medio de la inocula

cién intracerebral en pollitos de 1 dfa de edad,

Las pruebas intracerebrales de titulacién de la DLgy, en po--
llitos de 1 dfa, y empleando como material de prueba los cere
bros de pollitos previamente inoculados con las vacunas comer.

ciales, revelaron diferencias en su patogenicidad que pueden- . .-

ser relacionadas con el nidmero de pases verificados durante = =

el mantenimiento.

La cepa Flury de "Alto pasaje" (HEP) de dos vacunas comercia=-
les, no mostré efecto patogénico aparente para el pollito de~-

1 dfa, lo que también la distingue de la forma LEP.

Los resultados obtenidos con los procedimieritos empleados en-
estudio de car&cter exploratorio, sugieren algunas aplicacio-

nes prédcticas que han sido ampliamente discutidas en el texto.
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