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PROLOGO

La Organizacién Mundial de la Salud ha recibido numerosas consultas
sobre las téenicas de laboratorio relacionadas con diversos aspectos de la
rabia. En atencidn a la necesidad de esta informacién en los pafses que in-
tegran lag Regiones de la OMS en el Mediterrdneo Oriental, Asia Sudorien-
tal y Pacifico Occidental, en julio de 1952, se organizdé una reunién parsa,
dichos pafses, que tuvo lugar en Coonoor, en el Instituto Pasteur de la
India Mendional. Durante la reunidn se dieron conferencias, se celchraron
discusiones y demostraciones y se faclité adiestramiento de laboratorio,
asistiendo 55 funcionarios médicos y veterinarios, entre Jos que figuraban
7 directores de debates, procedentes de 23 pafses. Varios consultores de la
OMS, expertos en rabia, actuaron como directores de debates y dirigieron
los trabajos de laboratorio. Los documentos téenicos, especiglmente lag
instrucciones de laboratorio preparadas por rcconocidos especialistas, re-
sultaron de maxima utilidad, por lo que se decidié ampliarlos ¥ revisarlos
para su publicacidn. En su segunda reunidn, cclebrada en Roma, en sep-
tiembre de 1953, el Comité de Expertos de la OMS sobre la, Rabia, examing
detalladamentie el proyecto del manual y se refirid al mismo repetidas veces
en su informe. Los informes™® del comité tratan de los problemas de la rabia,
en gencral, incluyendo 1a profilaxis en los seres humanos y el control en'los
animales, pero la presente publicacion se refiere exclusivamente a los aspec-
tos de laboratorio de la enfermedad. .

No se pretende que este manual sea un tratado completo de la materia;
por cl contrario, su contenido se ha limitado ex profeso a uno o dos de los
procedimientos empleados en cada uno de los principales aspectos de la
técnica de laboratorio aplicads. a la rabin. Se pidié a los colaboradores que,
hasandose en su propia experiencia, seleccionaran y presentaran procedi-
mientos que, sin reduecir los patrones minimos indispensables, fueran se-
guros v practicos, y que, al mismo tiempo, se pudieran adaptar a las limita-
ciones de recursos y personal de muchos laboratorios de rabia en diferentes
partes del mundo. Las téenicas se seleecionaron también con ¢l eriterio de
que sirvieran para fomentar y-facilitar el empleo de métodos uniformes que
permitiesen una comparacién mis justa de los resultados obtcmdos en
difcrentes laboratorios.

Clertos aspectos de las diversas secciones merecen explicacidn.

Tl objetivo de todo laboratorio de diagnéstico de rabia es el descubri-
miento, por técnicas ripidas, de corplsculos de Negri; para ello, es necesario
elegir entre los multiples métodos deseritos por diferentes especialistas. Se
considera que la mayoria de Jos téenicos de laboratorio pueden, facllmente,

* Wid. Hith. Org. techn, Rep. Ser. 1950 28; 1953,82
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10 PROLOGO

llegar a dominar el método de impresién que aqui se expone. En lo que se
refiere a los cortes histopatoldgicos, hace falta una mayor especializacidn
en patologia, por lo que esta parte del manual se destina a aquellas per-
sonas que tengan tal preparacién.

En los laboratorios de diagndstico de rabia, fre(,uentemente se limita el
examen a los tejidos del sistemna nervioso central sin prestar ninguna aten-
cidn a las gldndulas salivales. Se ha dicho con razén que “los animales no
muerden con el cerebro™, y que el verdadero peligro de contraer la rabia
depende de la presencia del virus en la saliva del animal mordedor. Aunque
1o se ha llegado a determinar su proporeidn, hay un considerable ntimero
de casos en que ¢l virus no aparece cn la saliva, pero sc puede recuperar, o
determinar su presencia, en el cerebro del animal. Por lo tanto, siempre que
sea posible, se debe examinar la glindula salival submaxilar, a la vez que
se examina cl tejido nervioso, para determinar la presencia de virus me-
diante Ia inoculacién en ratones.

Debe destacarse especialmente la necesidad de las pruebas de inoculacién
en ratones durante los trabajos que ordinariamente se realizan para formu-
lar ¢l diagndstico. Cuidadosos cstudios han demostrado que hasta un 20%
de los animales con resultados negativos en el examen de corpiisculos de
Negri dieron resultados positivos, de rabia, en Ia prueba de inoculacién en
ratones.

Se describe Ia preparacion de la vacuna de tipo fenicado de Semple, por
ser la més usada de las vacunas “‘muertas”. Ello no quiere decir que las
ofras vacunas de virus inactivados o vivos, tales como lag de Hempt,
Higyes, Termi o Harris, por mencionar solamente unas cuantas, no sean
igualmente cficaces, sicmpre que se compruebe su potencia de modo ade-
cuado. Se describen dos métodos para la produccion de la vacuna de tipo
Semple: uno de acuerdo con el procedimiento que se emplea en el Instituto
Pasteur de Paris, v el otro segiin los requisitos de los Institutos Nacio-
nales de-Higiene de los Estados Unidos de América. Se han escogido estos
métodos porque a ellos se refiere 1y mayoria de las consultas recibidas en
la OMS. Ahora bicn, en muchos paises se emplean, con resultados satis-
factorios, otras modalidades de estos métodos.

Be describen también los métodos de produceidn de la vacuna inactivada
por rayos ultravioleta y la vacuna de virus modificado, preparada en em-
briones de pollo, por el interés que ha despertado la efectividad de estos
productos, relativamente nueevos. Ta preparacidn comereial o en gran escala
de vacunas antirrdbicas potentes, de las cuales se haya eliminado el factor
paralizante, no se ha logrado todavia, por lo que en este manual se ha
omitido su descripeidn.

Por mucho que se diga, no se puede exagerar la necesidad de comprobar
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la potencia de cada lote de vacuna, pues una amplia cxperiencia ha demos-
trado que, aun cuando s¢ siga fielmente el mismo procedimiento en la
preparacién de lotes sucesivos de vacuna, no cxiste seguridad de que,
autométicamente, el producto sea potente. En la actualidad, las pruebas de
potencia en los animales de laboratorio constituyen la Unica base para deter-
minar, con alguna seguridad, si una vacuna posee suficicnte inmunogenici-
dad para dar bucnos resultados en el hombre ¢ en animales. Se deseriben
varias pruebas de potencia, de variada complejidad, a fin de que cada
laboratorio pueda escoger, o desarrollar, la que mejor se adapte a las cir-
cunstancias y recursos locales. En este tltimo caso, se recomienda que los
resultados de la vacunacidn se comprueben mediante la reinfeccién con
virus de la calle, utilizando un ndmero suficiente de animales testigos, El
perro eg el animal preferible para cste fin. Kn las pruebas de control de las
vacunas rabicas el factor importante es la demostracidn de la inmuno-
genicidad, ¥ no solamente de la inocuidad, como se hace equivocadamente
con bastante frecuencia.

En la profilaxia de la rabia en el hombre y los animales el suero hiperin-
mune viene a ser una nueva ayuda. Tomando esto en cuenta, la Parte IV
de este manual estd dedicada a la descripeién del método de preparacidn y
de las pruchbas de potencia. Es de esperar que los trabajos de laboratorio
que se estdn llevando a cabo, coordinados por la OMS, nos brinden mayor
informacién sobre el valor profilictico del suero hiperinmune en el curso
de los préximos dos afios. Bl Comité de Expertos de la OMS sobre la Rabia
se ocupd de este asunto en su segunda reunidn (véase la nota al pie de la
pigina 4.

La Partc V estd dedicada a algunos de los problemas de mds impor-
tancia, relacionados con el empleo de animales pequeiios de laboratorio en
los trabajos de rabia, que, en muchos paises, cs con frecuencia causa de
dificultades. La seceidn es necesariamente breve v se refiere sélo a los aspec-
tos mas importantes, especialmente las enfermedades que afectan a estos
animales ¥ que pucdan influir en los resultados de la experimentacién, En
las obras citadas en la pdgina 153 se pucde obtener mayor informacién
sobre este tema, ¥ sobre las cuestiones tratadas en otras partes del manual.

Bl trabajo con virus es una disciplina muy desarrollada que no permite
gran latitud, si se quicren obtener resultados constantes, Sin embargo, es
de esperar que la opinidn de los técnicos dificra en lo que respecta a los
detalles de los métodos empleados. Las téenicas que se recomiendan en
este manual se han elaborado especialmente para su aplicacidn en trabajos
de rabia, aunque es evidente que algunas de ellas, tales como la prueha de
neutralizacion suero-virus y la prueba de tnoculacién en ratones, se pueden
aplicar, quizd con ligeras modificaciones, a otras enfermedades causadas por
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virus. Debe advertirse, ademds, que en la deseripeidn de las diversas téeni-
cas los colaboradores insisten en la necesidad de seguir un criterio racional
v sistemético con el fin de evitar errores que, de otra manera, podrian
anular un trabajo excelente, Se puede citar, por ejemplo, en las pruebas de
potencia y efectividad de la vacuna, la conveniencia de inyectar con rein-
fectantes los animales vacunados, antes o al mismo tiempo que los animales
testigos.

La investigacidn de la rabia dista mucho de ser estdtica v es de esperar
que algunos de los métodos descritos se modifiquen en un futuro préximo.
Creemos, sin embargo, que las téenicas expuestas en este manual conti-
nuardn siendo dtiles todavia durante algunos afios, pues son fruto de una

amplia ¥ hien probada experiencia.
EJ 3

*

La OMS agradece a los autores de este trabajo el esfueizo y el esmero
dedicados a su preparacién. Gran parte del material que aparece en estas
phginas no habia sido publicado todavia o no se disponia de él, en forma
abreviada, en las publicaciones cientificas. Muchos de los que han cola-
borado en este manual son micmbros del Cuadro de Expertos que asesora
a la OMS en las cuestiones relacionadas con la rabia, y su aportacidn a este
manual no refleja, sino fragmentariaramente, los valiosos servicios que
vienen prestando a la Organizacién en sus esfuerzos pars lograr mayores
éxitos en el control de tan temible enfermedad. -
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO






Seceidn 1*

ENVIO DE MUESTRAS Y METODOS DE PREPARACION DE
TEJIDOS ANIMALES PARA EL DIAGNOSTICO
DE LABORATORIO

Envase y Envio de la Muestra

51 se sospecha que un animal tiene rabia hay que capturarlo y mantenerlo
en observacién durante 10 dias, siempre que sgea posible, dejando que la
enfermedad siga su curso hasta produeir la muerte. El sacrificio prematuro
reducc la exactitud del diagnéstico de laboratorio, toda vez que el desarroilo
de los corpisculos de Negri en el cersbro estd en relacién directa con la
duracion de la enfermedad. Si las circunstancias requieren el sacrificio del
animal, conviene matarlo de un tivo en ¢l corazén, va que un disparo en la
cabeza lesionaria el cerebro, y éste se debe conservar intacto para el diag-
néstico. No es aconsejable el empleo de venenos quimicos, porque éstos
pueden dificultar la ulterior inovulacidn de los animales de laboratorio.

Cuando un animal sea decapitado en el lugar de su captura, la cabeza se
debe refrigerar rapidamente y conservarla en frio, envidndola al laboratorio
cON un mensajero, siempre que sca posible. Si no existe tal posibilidad, hay
que envasarla para remilirla en servicio expreso, por ferroearnl, avién o
camidn. La cabeza se debe colocar en una lata u otro recepticulo de metal
herméticamente cerrado, que, a su ves, se depositard dentro de otro mayor,
que también se cerrard herméticamente tras haber rellenado con hielo
picado cl espacio comprendido cntre ambos {véanse las figs. 1 ¥ 2). El
paquete se ha de rotular con la mayor claridad y debe ser enviado al labora-
torio con toda rapidez.

Nota: No se debe emplear hielo seco {didxido de carbono solidificado) al
envasar la cabeza. Aunque la congelacidn de la muestra conscrva el virus,
no se puede hacer el examen microscdpico inmediatamente porque hay que
esperar a que el cerebro se deshiele. En ocasiones, el diagndstico no es
posible porque en el examen microseépico el tejido cerebral aparece de-
formado, lacerado y aun desintegrado. M4s atin, al descongelarse el tejido
cerebral, éste se reblandece tanto que resulta dificil de manipular. En el
caso de que en un laboratorio se reciba una cabeza congelada, tan pronto

* Colaboracion de Erncst 8. Tierkel, Director del Programa de Control de 1a Rabia,
Centro de Enfermedades Transmisibles, Servicio de Salud Pablica, Secretaria de
Salud, Educacidn y Bienestar de log LU A, (Atlanta, Georgia)

15



16 E. 8. TIERKEL

como se descubra el hecho, se deberdn extraer el cerebro y las glindulas
salivales; el cerebro congelado debe permanecer a la temperatura ambiente
hasta que se descongele y se pueda hacer su disceeidn.

Cuando se reciben las cabezas de los animales para su examen cs con-
veniente obtener Ja siguiente informacién: especie y raza del animal y si
estuvo en contacto con otros animales; si el animal murié o fué muerto y
en qué forma fué sacrificado; si el animal estuvo en observacidn durante un

FIG. 1. RECEPTACULO DOBLE, CON HIELO, PARA EL ENVASE DE MUESTRAS
o

Por cortestn del Centro de Enfermedades T'ransmisibles del Servicio de Salud Piiblica,
de lo Secretarte de Salud, Educacién y Asistencia de {os Estados
Unidos (U8 DHEW-PHS-CDC)

periodo adecuado antes de su muerte, y, en caso afirmativo, por cudnto

tiempo; sintomas de rabia, si los hubo, ¥ antecedentes de vacunacidn anti-
rrabica.

Extraccion del Cerebro del Animal

Se debe tomar toda clase de precauciones, especialmente una téenica
opetatoria cuidadosa y la proteccidn de las manos con guantes gruesos de
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autopsia, o fin de evitar la posibilidad de una infeccitn en las personas que
abren las cabezas de log animales.

La cabeza debe sujeturse bien sobre una mesa firme, y puede inmovili-
zarse debidamente con un forceps para hucsos, de los llamados de “quijada
de ledn™, aplicdndolo firmemente al maxilar. En muchos casos, se han ob-
tenido buenos resultados con medios improvisados tales como el empleo de
un tornillo de banco.

FIG, 2. RECEFTACULO CERRADO Y ROTULADO

Caulion
This package .
contains the head
of a deg saspect
of having digd of

RABIES
I .

(T'raduccién del rétulo: jPrecaucién! Este envase condiene la cabeza de wn perro que
s¢ sospecha murid de rabia) Por corfesia del US-DHEW-PHS-CDC

Con un cuchillo de secciones o escalpelo grande se hace una incision en
la Yinea media a través de la piel, fascia ¥ los musculos del craneo, comen-
zando, anteriormente, a nivel de los ojos ¥ extendiéndola, posteriormente,
hasta la base del craneo (véase fig. 3). A continuacidn, se separa lateral-
mente la, piel, lus aponeurosis y los musculos temporales, deseubriendo el
hueso. La béveda craneana se separa mediante una sierra, escoplo o un
corta-hueso de carnicero. La mayoria de los lahoratorios prefieren la sierra.
A) aplicar este procedimiento, el crineo se corta en ambos lados con una
slerra para secciones dseas, esterilizada, comenzando en el foramen magnum
v aserrando hasta el hueso frontal. Los cortes longitudinales se unen, en-
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tonces, con un corte transversal en la ldmina frontal, a muy poca distancia
de los ojos (véase fig. 4), v con una pinza corta-hueso o escoplo se levanta
la bdveda del craneo (véase fig. b).

Con otro juego de mstrumenios estériles se retira el cerebro del erdneo.
Lus meninges y el tentorium que separan ¢l cerebro del cerebelo se cortan
v s apartan, va sea con una pinza de diente de ratdn y un escalpelo o una

FIG. 3. CORTE INICIAL DE LA PIEL A LQ LARGO DE LA LINEA MEDIA DE LA CABEZA DEL PERROQ

aRGO BE :

gl e e e et
Por cortesia del US DHEW-PHS-CDC

tijera de puntas muy agudas. Luego, haciendo llegar cl cscalpelo o la
tijera hasta la parte posterior del cerebro, se separa éste de la base del
craneo cortando la médula, log nervios crancales ¥ la extensidn anterior
del tdalamo. Hecho esto, se saca todo el cerebro de la caja del crineo v se
deposita en un plaio de cartén o una caja de Petri (véase fig. 6).

81 se dispone del caddver del animal ¥ no se han encontrado corpisculos
de Negri tipicos en los frotis, se debe hacer una autopsia completa, con el
objeto de determinar la causa de la enfermedad o del extrafio comporta-
miento del animal. Después, el cadiver debe ser envuelto en papel e in-
cinerado. La mesa se lava con una solucién de eresol at 10%. Con una
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FIG. 4. EMPLEO DE LA SIERRA PARA SECCIONES OSEAS AL HACER EL CORTE
TRANSYERSAL EN EL HUESO FRONTAL AL MIVEL DE LOS QJOS

Por cortesia del US-DHEW-CD(

FIG. 5. SEPARACION DE LA BOYEDA CRAMNEANA

Por corlesta del US-DHEW-CDC
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ssponja, mojada en una solucidn igual, se lavan los guantes, antes de quitir-
sclos, y se esterilizan, por ebullicidn, junto con los Instrumentos.

Es conveniente anotar sicmpre el aspecto macrosedpico del cerebro,
gefinlando especialmente su estado de conservacién, la presencia o ausencia
de adherencias o exhudado y si los vasos sanguineos se encuentran con-
gestionados. No hay ninguna modificacién patolégica macroscopica que
pueda considerarse como sintoma para diagnosticar la rabia.

Axin en el campo, se deben tomar precauciones para evitar la contamina-

FIG. 6. EXTRACCION DEL CEREBRO

T

Por cortesia del US-DITEW -CDC

cién bacterial del cerebro del animal, empleando instrumentos estériles en
la extraceién y la diseccidn del cerebro.

Excision de las Glandulas Salivales

El examen de las glindulas salivales, para la determinacién de la pre-
sencia de virus, tiene un valor manifiesto como prueba definitiva de s una
mordedura entrafa peligro o no. La infeceién del sistema nervioso central
no indiea sicrapre que la saliva sea infectante.

81 existe virus en las glindulas salivales, las glindulag submaxilares
(mandibulares) contendrin la mayor parte. Para extracr las gldndulas
submaxilares se voltea la cabeza en forma que su parte ventral quede hacia
arriba.
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Con el escalpelo o cuchillo de antopsia se hace una incisién en la linea
media de la piel entre las ramas de la mandibula. La incision debe comenzar
en el labio inferior y continuar hasta el cuello. Tuego se scpara la piel
lateralmente, descubriendo los musculos y los tejidos superficiales blandos
de la mandibula inferior.

FIG. 7. LA PIEL ¥ EL TEJIDO SUBCUTANEO SE HAN RETIRADO PARA
EXPONER LA GLANDULA SUBMAXILAR

A Cldéndula salival submaxilar
B Nédulos linfdiieos submaxilares

Ta glindula salival submaxilar sc encuentra, en ambos lados, super-
ficialmente, y, después de separar la piel, se puede ver cerea del borde
posterior de la mandfbula, detris ¥ debajo de las glandulas submaxilares
linfaticas, con las que no se debe confundir (véanse las fig. 7 y 8). La gldn-
dula submaxilar es de forma eliptica y tiene aproximadamente 5 cm. de
largo y 3 em. de ancho; su forma es redondeada, su color amarillo grisdceo
o anaranjado y estd cublerta por una cdpsula fibrosa.

Con un escalpelo y una pinza de diente de ratén, esterilizados, las glindu-
las se separan de los tejidos adyacentes y se colocan en una caja de Petri.
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Con una tijera cstéril se corta una pequefia seccion de cada glandula
salival, ¥ se mezclan en un mortero para preparar la suspensién destinada
a la prueba de inoculacidn en ratones (véase seccidn 4, phgina 58). Lag
secciones se pesan antes de hacer la emulsidn, con ¢l fin de caleular la
coneentracién de la suspension de tejidos (véase la informacidn sobre el
ganglio de Gasser, en la pagina 47},

FIG, 8. GLANDULA SALIVAL SUBMAXILAR IZQUIERDA PUESTA DE MANIFIESTO
i b :

A Glindula salival submaxilar
B Nddulos linfiticos submaxilares

Muestras Glicerinadas

Cuando no se dispone de los elementos necesarios para la inoculacidn,
en animales de laboratorio, de los cerebros sospechosos o negativos al
examen de corpfisculos de Negri, se pueden enviar porciones del cerebro o
de las glandulas salivales a un laboratorio que haga Ia prueba de inocula-
cldn.

Con 1al fin se prepara una solucién estéril de glicerina en suero fisiolégico
al 50 %, agregando partes iguales de glicerina quimicamente pura a la solu-
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¢lén salina fisioldgica. La solucidn se envasa luego en pequefios frascos, con
tapéu de rosea, se esteriliza en autoclave y se conserva a la femperatura
ambiente,

Las porciones de cerebro o de glandula salival que se hayan de enviar
deben ser de suficiente tamafio, por lo menos como ¢l cerebro de un ratén
(0,3 g. 0 mds), para proporcionar al laboratorista material suficiente. En
lag muestras del cerebro deben figurar porciones de ambos lados del hipo-
campo, del cerebelo y de la corteza cerebral. También se debe tomar una
muestra de la médula o del eje cerebroespinal. Las muestras se depositan
en un fraseo de glicerina y suero fisiolégico al 50 %. De cste modo, s hubiere
virus ribico, se conservard durante el transporte, sin necesidad de refrigera-
cidn.

Generalmente las muestras de cerebro glicerinado no producen impre-
slones satisfactorias, pues es dificil conseguir que se adhieran a la lamina
porta-objeto. Es mds, las propicdades de pigmentacidn de estos tejidos se
modifican, haciendo dificil el reconocimiento de log cuerpos de inclusidn.
Por este motivo, lo méis conveniente es preparar y pigmentar frotis de los
cerchros sospechoses antes de glicerinarlos, incluyéndoelos en el envie junto
con los cerebros glicerinados. En otro caso, se pueden preparar frotis sin
pigmentar del cerebro v, para fijarlos, se sumergen lag laminas inmediata-
mente en alecohol metflico quimicamente puro {libre de acetona); al sacarlos
se dejan secar a la temperatura ambiente. Los frotis, ya {ijados, se pueden
colorear en ¢l laboratorio a donde se remitan,

Al recibirse en el laboratorio las muestras glicerinadas se deben sacar
inmediatamente del frasco en que fueron enviadas, colocindolas en una
caja dc Petri estéril. Luego se lavan bien con solucidn salina fisioldgica,
vertiendo continuamente la solucién, agitando con suave movimiento de
rotacidn la caja de Petri y tirando el liquido ya usado. Iisto se repite varias
veeces. Despudés, se debe hacer un frotis de las muestras de cerebro lavadas,
pigmentdndolas para el examen microscdpico de corpisculos de Negri. La
calidad del frotis dependerd de la cantidad de glicerol que se haya logrado
eliminar. Kl resto de la muestra queda dispuesto para la emulsificacién y
Iy, inoculacidn en ratones. Para triturar glandulas salivales en un maortero
se hace indispensable usar una pequefia cantidad de arena estéril o aliindum,
pero estos materiales son innecesarios en la preparacidn de suspensiones de
tejido cerebral.

Nota: Se aconseja conservar cn solucidn de glicerina las porciones de la
muestra. que no se hayan empleado, hasta que la prueba de inocudacidn
resulte positiva o hasta que transcurra el perfodo de observacidn (por lo
menos 21 diss) y se dé un dictamen negativo de rabia.



Seceitn 2*

EXAMEN MICROSCOPICO RAPIDO PARA DETERMINAR SI
EXISTEN CORPUSCULOS DE NEGRI- TECNICAS SENCILLAS
CON IMPRESION Y PREPARACION DE MUESTRAS PARA
LAS PRUEBAS BIOLOGICAS

Las técnicas empleadas en el diagnéstico de la rabia en el laboratorio
dehben reunir las condiciones dptimas de exactitud, rapidez y economia,
Se ha podido comprobar que estas condiciones se satisfacen con el examen
microscdpico, para determinar si existen corplisculos de Negrl, mediante la
aplicacién del tejido cercbral a la lémina ¥ el empleo del método de colora-
cidén de Seller.

Se ha encontrado que los corplisculos de Negri, cuando existen, se re-
velan con mayor facilidad en el cuerno de Ammdn (hipocampo mayor),
asi como en las células piramidales de la corteza cerebral ¥ en las células
de Purkinje del cerebelo; se encuentran también, en menor nimero, en las
neuronas del tidlamo, el puente de Varolio, el bulbo raquideo, la médula
espinal y los ganglios sensoriales,

Iiseccidén del Cerebro

Basta una sencilla operacidn para exponer el cuerno de Ammodn, que, en
la mayoria de las especies de animales rabiosos, constituye, generalmente,
la. mejor 4rea para averiguar si existen corpisculos dé Negrii. Con una tijera
estéril se hace ung incisidn longitudinal en la superficie dorsal de cada
‘hemisferio cerebral, a unos 2 cm. de la cisura intercerebral (véase fig. 1}.
La incision se inicia en el polo occipital del hemisferio, continudndose hacia
adeclante de 3 4 5 cm.; se corta hacia abajo la materia gris y luego la subs-
tancia blanca hasta alcanzar un espacio estrecho, el ventriculo lateral. Al
separar las dos partes de la porcidn cortada aparece el cuerno de Ammdn
como un cuerpe semicilindrieo, blanco y reluciente que sobresale lateral-
mente del suelo del ventriculo (véanse figs. 2 y 3). Tiene una forma retor-
cida y, en corte transversal, presenta una superficie capiral caracteristica.

* Colaboraeion det Dr. Ernest 8. Tierkel, Director del Programa de Control de la

Rabia, Centro de Enfermedades Tmnsmlsnblcs Servicio de Salud Pdblics, Secretaria
de Salud Edncacidon y Bienestar de los E.U. A (Atlanta, Georgia)

24
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I'reparacién de las Laominas

Primero sc deben hacer Jdminag del cuerno de Ammdn, después de la
corteza cerebral y, por dltimo, del cerebelo. No se debe declarar negativo
un cerebro sin haber sometido previamente a examen microseépico, por lo

FIG. 1. SITIO DE LA INCISION PARA LOQCALIZAR EL CUERMO DE AMMON

Por corlesta del US. DHEW-PHS-CDC

menos seis pruebas de cada lado de estus tres regiones. Siempre es con-
veniente examinar otra zona de cada hipocampo.

Se recomiendan, a gontinuacidn, tres métodos de preparacién de ldminas
para el examen del cerebro.

Método de impresion

Con un par de tijeras se cortan pequeiias seceiones transversales {de 2 a
3 mm. de espesor) de tejido cerebral (cuerno de Ammédn, cercbro o cerebelo)
¥ se colocan en una tira de papel secante limpio o en un hajalengua de
madera, con la superficie cortada hacia arriba (véanse figs. 4 y 5). Con una
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FIG, 2, INCISION DEL VENTRICULO LATERAL PARA DESCUBRIR EL CUERNO DE AMMON*

Por cortesia del US DHEW -PHS-CNDC

FIG. 3. EL CUERNO DE AMMOMN* SOBRESALE DEL SUELO DEL VENTRICULD LATERAL

i e e s S— S . e o e g

* Beflalado por la flechs
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ldmina portaobjeto limpia se ejeree una leve presién sobre la superficie de
la seccidn, lo suficiente para que ésta deje su huella en la ldmina de vidrio.
Se pueden hacer tres o cuatro impresiones en una misma ldmina, de acuerdo
con el tamano de la seccidn (véanse figs. 6 v 7). dnies de que la impresion
se segue, se baia en el colorante de Sellers (véase fig. 8) durante varios
segundos; sc enjuaga en agua corriente y se seca a tomperatura ambiente,

FIG, 4. TOMAMDO UMA MUESTRA DEL CUERNO DE AMMON PARA HACER
LA PREPARACION DE UNA LAMINA

Por cortesta del US DHEW-PHS-C'D{

sin usar papel sceante, La preparacion queda lista para el examen, Este se
puede hacer directamente con accite de inmersién o protegiendo la im-
preston con un cubreohjetos montado en bilsamo. Tste método se prefiere
a los otros porquc permite concentrar en una superficie pequefia la mayor
cantidad de tejido nervieso, con un minimo de destruccién celular.

Métado de frofis

Kl método de frotis consiste en colocar una pequefia seceidn de tejido
cerebral en un cxtremo del portachjetos. Con otro portaobjetos se aplasta
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FIG. 5. PASE DE LA SECCION A LA ESPATULA DE MADERA ANTES DE HACER LAS IMPRESIOMES
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FIG. 6. PREPARACION DE UNA 1IMPRESIOM

./ / ) f 7

f

Por corteste del US DHEW-PHS-CDC
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FIG. 7. ASPECTO DE LAS IMPRESIONES EN UN FPORTAOQBIETOS

Por cortesia del US DHEW-PHS-CDO

FIG. 8. LA PREPARACION SE SUMERGE EN EL COLORANTE DE SELLERS
MIENTRAS ESTA FRESCA

Por cortesia del US DHEW-PHS-CDC
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primero la seccidn y luego se desliza aquél rdpidamente, extendiendo el
tejide (véase fig. 9). De esta forma, una delgada capa de tejido cubre uni-
formemente cerca de tres cuartas partes del portaobjetos.

Con el método de frotis se dispone de uny abundante concentracién de
tejido ¥ una extensa superficie para el examen. Se debe tener cuidado de
no usar demasiado tejido, ya que esto produce una eapa muy grucsa, con

FIG. 9. PREPARACION DE UM FROTIS

Por cortesia del US‘BAEW-PHS-CDC

lo que la coloracién apropiada y el examen microscdpico resultan imposi-
bles. De todas formas, ¢l método de impresién da resultados superiores,

Método de “‘rodaje”

Este tdltimo método consiste en cortar uns porcidn de tejido cerebral
del tamaio de un guisante v hacerla rodar o empujarla con un palillo de
dientes o una espatula de madera, de forma que las superficies cortadas se
deslicen sobre la superficie del portaobjetos,

Se recomienda la coloracion de Sellers por su precisién y sencillez. Fste
método es uno de los mas rdpidos, pues no requiere fijacidn preliminar, ya
que el tejido se fija y colorea simultdneamente,
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Preparacién del Colorante de Scllers®

Examen de la preparacion
Be puede ahorrar tiempo en ¢l examen microsedpico si se inicia el estudio
de la lAmina a pequefio aumento, con aceite de inmersién, para localizar

FIG. 10. PREPARACION VISTA CON PEQUENO AUMENTO, MOSTRANDO UMW CAMPO (PARTE
SUPERIOR] RICCO EM NEURONAS PARA SER EXAMINADAS COMN GRAN AUMENTO

Por cortesia del US DHEW-PHS-CDC

Aumento: 200 veces

las partes ricas cn grandes neuronas y buscar los corptisculos de Negri
{véanse las figs. 10 v 11).

El colorante de Sellers muestra los corplsculos de Negri perfectamente
diferenciados, en un color magenta o con una coloracién que varfa del
heliotropo al rojo brillante, aparcciendo los corpisculos elementales de un
color ¢ue va del azul oscuro al negro. Toda la célula nerviosa se colorea en

* Colaboragion de] Dr. Thomas F. Sellers, Director del Departamento de Salud
Piiblica del Estado de Georgia, Atlanta (Georgia, B.U.A)
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azul y el tejido intersticial en color rosa. Los eritrocitos se presentan de
color cobre (rojo anaranjado) y se pueden diferenciar ficilmente del rojo
magenta de los corpisculos de Negri (véase la ldmina en colores, fig. 1, a
la derecha de la pag. 40),

FIG. 11. VISTA DE UM CORPUSCULO DE MEGRI CON GRAN AUMENTO®

cortesta del US DHEW-PHS-CDC

* La flecha sefialy el corpisenlo de Negri . Aumento: 900 veces

Solucién madre

(1) Azul de metileno (Indice de Colores’ ? No. 922, o In-

dice de Schultz’ No. 1038) .. ... ... ... o, 10 g.
Aleohol metilico (absoluto, libre de acetona) para com-

pletar. ... ... e 1.000 c.c.
(2} Fucsina bésica (Indice de Colmcs Na. 677 o Bchultz

NooT80) . .. 5e.

Alcohol metilico (absolute libre de acetona) para comp]ctar 500 ¢.c.

L Sociedad de Tehidores y Coloristas (1924) F, Rown ed. Indzce de colores, Bradford

2 Baciedad de Tenidores y Coloristas (1928) . Rowe ed Suplemenio al indice de
colores, Bradford

? Schultz, G. (1928-1934) Farbstofftabellen, 7, Aufl., Leipzig
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También se pueden emplear otros colorantes apropiados, tales como los
de Gruebler and Co., de Leipzig, Gurd and-Co. Ltd., de Londres, y National
Aniline Co., de Nueva York.

La solucién madre se debe conservar en frasco de vidrio con tapa es-
meritada o con tapdn de rosca. Se deben emplear, de preferencia, colorantes
hioldgicos certificados. Para un elevado contenido de anilina se deben elegir
los colorantes secos: de preferencia, el azul de metileno no debe contener
menos del 85 % y la fuscina hdsica no menos del 92 %. Aungue se recomiends,
el use del aleohol metilico absoluto, libre de acetona, en caso necesario se
puede sustituir por alecohol metilico quimicamente puro (Q.P.), de acuerdo
con lag especificaciones de la American Chemiecal Society,

Colorante
Azul de metileno (solucién madre No. 1), . ....... . . o 2 partes
Fucsina bisica (solggién madre No. 2). ... ... ... 1 purte

Las soluciones se deben mezelar bien, pero no se deben filtrar, Para en-
vasarlas hay que usar recipientes de tapdn esmerilado o de rosca. Este
colorante mejora su ealidad después de una maduracién de 24 horas v se
puede conservar indefinidamente si se evita la evaporacion.

Ajuste del eolorante

Cuando las soluciones madre se han preparado en medidas exactas, la
proporcidn recomendada produce, generalmente, un colorante que da el
contraste de color deseado; sin embargn, siempre es convenicnte hacer una
coloracién de prueba y si los resultados obtenidos no son como los que
aparecen en la fig. 1 (frente a la pig. 40) se puede ajustar el colorante
répidamente. Si las partes delgadas del estroma presentan un color rojo
brillante, en vez de rosa, ¥ toda la coloracién en general es rojiza, domina
demasiado la fucsing v se deben agregar pequefias cantidades de solucidn
madre de azul de mctileno con una pipeta graduada. Después de agregar
una cantidad de colorante se debe hacer una coloracién de prueba hasta
obtener el eolor deseado. Cuando domina el azul de metileno los corptisculos
de Negri aparecen de un color castafio oscuro y las células nerviosas se
coloran intensamente. En este caso se debe hacer el reajuste eon la solucién
madre de fucsina en la misma forma.

Si se evita que las goluciones madre se evaporen, se podrdn preparar con
ellas nuevas cantidades de colorante, usando la proporcién encontrada en
el reajuste.



DIAGNOSTICO DE LABORATORIO 35

Técniea de coloraciin

(1) Prepiranse las impresiones o frotis en la forma acostumbrada (véase
péag. 25). No ze necesita fijacidn.

(2) Inmediatamente, mieniras lo preparacién esté fresco, sumérjase cn el
colorante, de 1 a 3 segundos, de acuerdo con el espesor del frotis.

(3) LAvese ripidamente en agua corriente y séquese al aire sin usar
secante,

Iin algunas regiones el agua corriente no es buena para cstas operaciones
de lavado. La calidad del agua se puede determinar comparando prepara-
ciones lavadas con agua corrcinte y agua destilada estabilizada al pH. 7,0.

Cuando no se emplea el colorante se debe conservar en recipientes hermé-
ticamente cerrados, a fin de evitar la evaporacitn, pues ésta tiende a desta-
car la coloracién de la fuesina. La adicién de alechol metilico absoluto resti-
tuird el equilibrio apropiade. Para uso diario, es eonveniente poner el
colorante en una jarra Coplin con tapdn de rosca. Si esto no es posible, se
debe guardar el colorante en un frasco cuentagotas con tapén csmerilado y
la coloracion se hard cubriendo totalmente la preparacién con el colorante.
Ta operacidn se debe hacer en pocos segundos, pues de otra manera la
eoloracién no resulta satisfactoria.

Tl colorante da los mejores resultados cuando el tejido cerebral es
fresco; al iniciarse la descomposicidn, la coloracion caracteristica se afecta,
y aunque los corpiiseulos de Negri retiencn sus propiedades de coloracion,
el frotis en general resulta rojo y algunas veces azul, lo que hace la identi-
ficacion de los corpiisculos més difieil.

Corpthsculos de Negri: Diagndstico Diferencial

Aungue generalmente tienen una forma redondeada, los corpiisculos de
Negri pueden adoptar cualquier forma. En difercntes ocasiones y en dis-
tintos laboratorios se ha demostrado que pueden ser redondos, ovalados,
csféricos, ameboides, alargados, triangulares, ete. Asimismo, presentan
también grandes variaciones en tamaiio, oscilando entre 0,24 p y 27,0 4.
Es de reaccién caracteristicamente acidéfila en su coloracién y toma una
tonalidad entre rosada y rosa vicleta, con los colorantes diferenciales que
contienen [ucsina bisica o eosina y azul de metileno.

La posicién del corpisculo de Negri dentro de la neurcna es intracito-
plasmica. La idea mds corriente ¢s que se encuentra entre el nicleo y un
dngulo de la neurona o en la prolongacién del euerpo celular. 8in embargo,
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debe hacerse hincapié en'que el corpliscule vdnicamente ge sucle encontrar
en posicién intracitopldsmica en las sceciones histolégicas del cerebro. En
los métodos sencillos de contacto, gue se han descrito anteriormente, la
estructura histolégica resulta alterada y a menudo se observan corpiisculos
de Negr bien formados, que parecen estar completamente fucra de la
neurona. De ahi que, en Jos métodos de impresion de frotis o de “rodaje’”,
Ia posicidn intracelular del corpiisculo de Negri no sea un requisito necesario
para el disgndstico, bastando, para establecer un diagndstico positivo, la
presencia, dentro o fuera de la neurona, de corpisculos de Negri que satis-
fagan los requisitos de su identificacidn merfoldgtea.

La nota més caracteristica del corpisculo de Negri es su estructura in-
terna. Hs éste el uspecto mas importante para su identificacion positiva en
las téenicas descritas en esta seccidn. La matriz del corpiisculo de Negri
tiene una reaccién aciddéfila, y dentro de esta cstructura de color magenta
Yojizo se encuentran pequefios cuerpos internos (Innerkdérperchen), granu-
los haséfilos que se tifien entre azul oscuro y negro. Il tamafio de estos
corpitsculos elementales varia generalmente entre 0,2 ¢ y 0,5 p. In los
libros de texto se suele presentar el corpisculo de Negri hien formado, con
los granulos internos en forma de roseta, un elemento grande en el centro
v una serie de grinulos més pequeiios claramente dispuestos en la periferia,
Pero debe sefialarse que este cuadro constituye la excepcién mas hien que
la regla, y cn realidad son raros los casos en que se encuentran los granulos
interiores tan bien ordenados. Para los cfeetos del diagndstico es suliciente
comprobar la presencia de estos granulos, tefidos de azul oscuro, sin con-
siderar su numero ni lg forma de su distribueién dentro de la matriz del
corpusculo de Negri.

Universalmente se reconoce que el corpiisculo de Negri es especifico de la
rabia, v su presencia slempre indica csta infeccién. M4s aun, un corpisculo
de Negri bien formado no se puede confundir con ningiin otro. Sin embargo,
en los laboratorios de diagndstico, a veces se encuentran en los ecerchros de
animales otros corpisculos que, por presentar ciertas scmejanzas con los
de Negri, pueden prestarse u confusiones. Isto sucede especialmente con
los perros, zorros, gatos y ratones blancos de laboratorio. Iin los cerebros de
perros o zorros sc encuentran, a veces, las inclusiones acidéfilas correspon-
dientes al moquille canino o a la enfermedad de Rubarth (hepatitis infee-
ciosa canina o cncefalitis del zorro). Estos cuerpos se hallan con mayor
frecuencia en el tdlamo y en los nucleos lentiformes que en el hipocampo.
De la misma manera, en los cerebros de gatos y de ratones blancos de ex-
perimentacidn, que no padecen de rabia, se encuentran también, en algunos
easos, inclusiones acidofilas no especificas. Todas estas Inclusiones que no
indican rabia tienen lag mismas caracteristicas tintéreas con cl colorante
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de Sellers, ¥y no pueden diferenciarse entre si con las téenicas ya descritas.
Sin embargo, ¥ esto es lo mis importante, todas estas inclugiones no ribicas,
congideradas cn grupo, pueden diferenciarse de los corpisculos de Negri
con el crapleo del colorante de Sellers. El siguicnte esquema puede emplearse
como guis para hacer esta diferenciacién,

Corpitsculos de Negri Cuerpos de inclusién gue no
indican lo rabia

Presencia de granulos basofilos internos  Ausencia de estructura interna*

Matriz heterogénea Matriz homogénea
Menos refractivos Mds refractivos
Matices color magenta (heliotropo) Color mds acidéfilo (mas rosado)

* Véage la fig. 2 de la ldmina en colores, a la derecha de la pig. 40.

Algunas veces se encuentran pcquefias inclusiones intracitopldsmicas
atipicas en animales sacrificados en las primeras etapas de la rabia. Porello,
es imperativo mantener en cuarentena a los perros sospechosos o que han
mordido, en vez de sacrificarlos inmediatamente y enviar ¢l cerebro a un
laboratorio para su diagndstico (véase pag. 15). Hay una doble razdn para
esto. En primer lugar, permite la obscrvacidn de los sintomas de rabia, lo
que hard posible ¢l diagndstico clinico de la enfermedad. Y en segundo
término, cuanio mis viva el animal, mayores serdn las probabilidades de
obtener un diagnéstico microsedpico positivo. En la rabia, la duracidn de la
enfermedad elinica esta en razén directa con la presencia, el tamafio, la
abundaneia y el desarvollo de Jos corpisculos de Negri. En consecuencia, si
la enfermedad prosigue su curso normal v completo, serdn mayores las
probabilidades de cneontrar corpisculos de Negrl bien desarrollados, mds
numerosos y de mayor tamafio.

Diagnéstico Biolagico: Preparatives para la Inoculuacién de Ratones

Como no siempre se consigue encontrar corpisculos de Negri en el
cerebro de los animales que mueren de rabia, es importante practicar prue-
bas de inoculacién para el aislamiento del virus en los casos de muestras
negativas. Extcnsas investigaciones en muchos casos de rabia han demos-
trado gue del 10 al 15 % de los que han resultado positivos en la inoculacién
de ratones habian escapado al examen microscdpico directo de corpliseulos
de Negri. Por lo tanto, se recomicnda seriamente que los laboratorios con
servicios de diagndstico de rabia dispongan del equipo adecuado para
inocular, en animales, los tejidos cerebrales que resulten negativos al examen
de corpisculos de Negri.
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In el pasado, se creyd que el cobayo y el conejo eran log animales mas
apropiados para este fin, pero desde que se demostréd que la inyeccidn
intracerebral de virus rdbico en el ratén blanco produce una infeecidn
tipica y constante, éste ha pasado a ser el animal preferido. Las principales
ventajas del ratdén son: su bajo costo, que permite cmplear varios animales
para ¢l examen de un solo especimen; Io relativamente corto del periodo de
incubacidn para los virus de la calle, y la formacién constante de corptsculos
de Negri en el cerebro de ratones inoculados intracerebralmente con tales
virus,

TUn diagndstico microscedpico positivo es prueba suficiente de la presen-
cia de rabia. Cuando el examen microsedpico resulta dudoso o negativo
deben tomarse, sin pérdida de tiempo, muestras de la corteza cerebral,
cerebelo ¥ del cuerno de Ammdn en cada lado del cerebro, asi como una
muestra de la médula oblongata. Estas muestras se deben combinar emul-
siondndolas para hacer la inoculacién en ratones descrita en la seccién 4,
pagina 57. Es muy importante obtcner una muestra que represente todas
las partes mencionadas, de ambos lados del cerebro, porque frecuentemente
varia mucho la distribueidn del virus en éste.

Agentes Bacteriecidas para Muestras Contaminadas
v Descompuestas

En muchos casos, es dificil conseguir que los cerebros lleguen al labora-
torio sin haber sufrido una contaminacién bacteriana. Esta se puede deber
a que la cabeza haya estado en trinsito mucho tiempo, o al exeesivo lapso
entre la muerte y la decapitacién del animal, o a que éste haya muerto de
un tiro o un golpe cn la cabeza. Por otra parte, la causa de la muerte puede
haber sido una encefalitis bacteriana.

La inoculacién intracerebral de bacterias pucde causar la muerte del
ratén inoculado en uno, dos, tres o mis dias, antes de que se haya comple-
tado el periodo de incubacién del virus rdbico que pueda haber en el ineulo.
También puede darse el caso de que el ratén inoculado viva el tiempo
suficiente para la incubacidn de la rabia v experimente todos los sintomas
de temblores, pardlisis y postracidon. De ser as{, en los frotis del cerebro
preparados al morir el animal pueden aparecer corpisculos de Negri junto
con humerosas bacterias,

Cuando existan sospechas de contaminacién bacteriana, por cjemplo,
cuando el cerebro del animal esté descompuesto o se encuentren muchas
bacterias en las preparaciones, es conveniente tratar la suspensidn cerebral
con algln agente bactericida antes de inyectar los ratones, De los agentes
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que se enwmncran, la peniciling y la estreptomicina® dan los mejores resulta-
dos. 8i no se dispone de estos antibidticos se puede emplear cualquier olro,
por ejemplo:

(1) Glicerina. Coléquese la muestra de cerebro en glicerina pura durante
48 horas.

(2) Fenol al 0,5 %. Preparese una solucion de fenol al 0,5 %, en solucién
saling fisioldgica. Esta se emplea como diluyente para hacer la suspensién
de tejido al 10 %. Consérvese durante 6 horas o de un dia para otro. Si se
conscrva 6 horas, manténgase a {emperatura amhiente. Si se conserva mds
de 6 horas, manténgase en el refrigerador durante la noche,

(3) 1:5.000 tiomersal (mertiolaio). Prepirese una solucién de tiomersal
en suero fislolégico al [ por 5.000. Esta se emplea como diluyente para
hacer la suspensién de tejido al 10 %. Consérvese duranle 6 horas o de un
dia para otro. 51 se conserva 6 horas, manténgase Ja suspensién a tempera-
tura ambiente. Si se conserva méa de 6 horas, manténgase durante la noche
en el refrigerador.

(4) Eter al 10%. Mézclese una parte de éter con diew de suspensién de
tejido; agitese cn un frasco con tapén de vidrio y déjese dos horas a tem-
peratura ambiente, utilizando tapén de algoddn estéril para permitir la
evaporacion del éter.

Adveriencia; 8i no se evapora todo el éter, la inoculacién intracercbral
causard la muerte casi instantinea del ratdn.

(5} Pendciling y estreptomicine. Agréguense 500 unidades de penieilina
G sddica soluble y 2 mg. de estreptomicina por cada c.c. de suspensién de
tejido. Manténgase 30 minutos a temperatura ambiente antes de inyectar,
Generalmente csta cantidad es suficiente, pero tratindose de cerchros o
glandulas salivales muy contaminados pueden emplearse hasta 1,000 uni-
dades de penicilina y 3 mg. de estreptomicina.

Para facilitar el descubrimicnito de las posibles bacterias contaminantes
debe cultivarse una parte de la suspensidn en caldo de dextrosa u otro
medio semejante, pasindola después por una placa de agar-sangre. La
cantidad recomendada es de aproximadamente 0,1 c.c. de emulsién en 3
e.c. de ealdo, Manténgase de un dia para otro a 37,5°C.

Las muertes prematuras (I a 3 dias) de los ratones inoculados podrén
atribuirse a la presencia de bacteriag de contaminacidn sl low cultives mues-
tran un crecimiento regular o fuerte, o si s¢ encuentran en los frotis dei
cerebro de los ratones muertos muchas bacterias.

4+ Johnson, H. N, (1942) Illinods med. J. 81, 382
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DESCRIPCION DE LA LAMINA

Ta fig. 1 se reproduce por cortesfa de la casa J. B. Lippincott Company y apare-
cig en T. M. Rivers, ed, Viral and ricketlsial infections of man, 2°. ed., Filadelfia,
Londres, Montreal, 1952; lu fig. 2 se reproduce por cortesis de la Lederle Lahoratories
Division, American Cyanamid Company, Pearl River, N. Y., B, U, A.; las figs.
3 a 8 fucron amablemente facilitadas por el profesor P. Lépine del Instituto Pasteur
de Puris.

Fig. 1. Coloracidn de Sellers mostrando tres grandes corpisculos de Negri con
‘Innerkérperchen”. Las tres pequefins células redondas eolorcadag en rojo son
critrocitos. (Aumento, 900 veces.)

Fig. 2. Zorro: inclusiones no especificasen el citoplasma de una neurona degenerada,
(célula del cuerno anterior). Obsérvese la homogeneidad y la falta de estructura
interior en el cuerpo de la inclusion. (Colorante de Mann: aumento, 1.440 veecs,)

Fig. 8. Virus rébico de la ealle—T. Ta célula a la derecha del centro muestra la
diferencin entre el nucléolo (coloreado de rojo-violeta dentro del micleo) y el
corpasculo de Negri (en la misma célula debaje del nicleo). 8¢ pueden ver
otros corptsculos de Negri en el citoplagma de la etlula hacia la posicidn que
corresponde 4 las 10 en el reloj. (Colorunte de Mann: aumentao, 680 veces.)

Fig. 4. Virus ribico de la calle—TII. Obsérvese ¢l corpisculo de Negri en el cito-
plasma de lag nenronas por debajo del centro de la figura. (Colorante de Giemsa:
aumento, 630 veces.)}

g, 5. Virus rdbico de la calle: Corpdsculos de Negri tipicos, mostrando varios de
ellos estructuras interiores; abundan los cuerpos microsedpicos; algunos, que se
encuentran en las prelongaciones de las neurcnas, parceen ser extracelulares.
(Colorante Tépine, de fucsing, safranina y azul: aumento, 680 veces.)

Fig. 8. Virus rdbico ijo—L. Degeneracién nuclear oxifilica tipica, caracteristica de
las lesiones causadas por virus fijo. (Colorante de Mann: anmento, 680 veces.)

Fig. 7. Virus rabico fijo—II. Lesién nuclear osifilica, semejante a la anterior, en una
neurnng situada en la capa exterior del cusrne de Ammdn. (Colorante de Giernsa:
anmento, 650 veces.)

Fig. 8. Iniciacién de uns degeneracién nuclear resultante de una lesién por virus
fijo: pequeiios cuerpos policromdticos llenan el ndcleo de la neurona afectada.
{Colorante de Mann: aumento, 680 veces.)
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FIG. 1. GANGLIO DE GASSER MORMAL FIG, 2. RABIA: INFILTRACION DEL
GANGLIO DE GASSER

i . i bk
Neuronas ganglionarcs eon una sols Infilsracién, satelitosis y neuronofagia

capa de eélulas sutdélites (lesién de van Cehuchten y Nélis)

FIG. 3. CONEJO: VIRUS DE LA CALLE

Colorante de Mann Aumento: 2.000 veces
Corptisculos de Negri cn las neuronas del cuerno de Ammdén (eapa interior)
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Los corpisculos de Negri se encuentran especialmente en la capa pirami-
dal central del cuerno de Ammdn (véase la fig. 3) v cn el hipocampo, en el
asa inferior y capa central de las ganglioneuronas del cucrno de Ammén
¥, eon menos frecuencia, en las newronas del cerebclo (dreas motoras) y de
los nticleos medulares, Pueden SEr MUy numerosos en log ganglios, pero
generalmente son de tamafio pequeiio,

FIG. 4. CONEJO: VIRUS RABICO FLIO
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Colorante de Lépine ([ucsina-safrmlina—azul) Aumento: 770 veces
Degeneracion policromética de neuronas co la capa externa del euerno de Ammoén

Las lesiones causadas por virus rdhieco fijo se encuentran exclusivamente
en la zona central de la capa externa de las células del cuerno de Amman
(véanse lus figs. 4 y ). Coexisten siempre, en MAYOr 0 ImMenor proporeién,
colt lesiones de virus de la calle.

Istas lesiones s6lo pueden descubrirse por métodos especiales de colora-
cién (Mann, Giemsa, como en la fig. 4 de la ldmina en colores, a la derecha,
de la pag. 40, Sellers, etc.). Su presencia permite un diagndstico definitive
de la rabia.
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EXTRACCION DEL CEREBRO Y PREPARACION DEL MATERIAL

Animales Grandes (Perros, Ganade Yacuno)

Fl animal se amarra firmemente sobre 1a mesa de autopsia o, atin mejor,
se separa la cabeza dcel resto del cuerpo y se sujeta con corrcas a un bloque

FiG. 5. CONEJO: VIRUS RABICO FIO

: 4 i ‘
Colorante de Lépine (Mcsina-salranina-azul) Aumento: 1.850 veees

Detalle de neuronas afectadas: pienosis de fos cuerpos eclulares y multiplicidad de
restos nucleares policromdficos

2 el

de madera, ahuecado especialmente para este objeto. El operador y sus
ayudantes deben usar guantes gruesos de caucho para protegerse las manos.
Se hace una incisidn en la linea media del craneo a través de la piel, v se
separan ésla, los musculos y fascias hasta dejar al descubicrto la base del
crineo, desde la corona hasta la altura de los ojos. Se corta éste transversal-
mente, con una sierra, al nivel de los ojos, ¥ simétricamente a través del
oceipital, haciendo ademds dos cortes en el temporal de cada lado a la
misma altura que los anteriores. Con una pinza cortahueso se unen los
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cortes de la sierra y se levanta hacla atrds la tapa del erdnso. Cuando se
trata de animales muy grandes (perros grandes, vacas, ete.), es preferible
seguir un método diferente: se hace con la sierra un corte longitudinal a
amwbos lados de la linea media del crdneo y aproximadamente a 1,5 cm.
de ésta; se unen esos cories con uno o dos transversales, por encima
de las drbitas y en cl occipucio, de modo que pueda retirarse la hdveda del
eranec en dos porciones simétricas,

Una vez retirada la bdveda craneana se emplean otros instrumentos
cstériles—pinzas de dientes de ratdn y tijeras finas—para abrir las meninges.
La operacidn consiste en hacer una ineisién en las meninges, comenzando
en la parte media, a lo largo v a cada lado del seno longitudinal. Tuego se
hace una segunda incisién, perpendicular a la primera, y los segmentos de
las meninges se separan hacia atris. Después de cambiar nuevamente de
instrumentos, se corta la médula con un escalpelo, lo més abajo que se
pucds, v se levanta el coerebro, de atris hacia adelante, cortando sucesiva-
mente los pares craneanos, Al final de la operacidn, se voltea el cerebro hacia
adelante para depositarlo en una caja grande de Petri estéril, descansando
en su cara dorsal. En época de calor, o st ol cerebro estd blando {cerebro
cadavérico), deberd enfriarse antes de la diseccidn a 5°C (en relrigerador),
para que adquiers una consistencia més lirine.

Erxamen del cerebro

Obsérvese s hay o no congestion de los vasos o exudado en las meninges,
etc. Higase la diseccidn del cerebro como sigue:

(@) Después de retirar el cerebelo ¥ la médula, scpdrense los dos hemis-
ferios longitudinalmente con un cuchille de cerebro.

(b) Bisquese el hipocampo v el cuerno de Ammdn. Esto puede hacerse
de dos mancras.

{1) Céricse transversalmente el cerebro, comenzando en la base, detras

del quiasma dptico, y continuando hacia ¢! tercio inferior de la convexi-

dad. Tl tercer ventriculo aparece en la superficie cortada; ¢l vuerno de

Ammén se presenta como un pliegue blanquecine que semeja un haba

grande corlada transversalmente y puede retirarse con facilidad.

(2) En otro caso, se puede hacer una incisién longitudinal en la superficie

del tercio posterior de cada hemisferio cerebral, aproximadamente 2 1,5

em. de la Hnea media. Se contintia la incizion a través de la materia gris

v la blanca, hasta alcanzar el estrecho cspacio del tercer ventriculo., Kl

hipocampo aparece en la basc del ventriculo como una protuberancia

blanea, reluciente, semicilindrica, que sc extiende lateral mente a ambos

Iados (véase fig. 3 de la seccidn 2, pig. 26).
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Cériense secciones transversales, de 1 a 2 mm. de espesor, de cada hipo-
campo. Témense muestras similares de la corteza cerebral (drca motora),
del cerebelo v de la médula y sumérjanse inmediatamente &n el fijador ele-
gido.

Cuando se examinen impresiones se deben ver minucicsamente por lo
menos seis muestras (dos de cada hipocampo, una de la corteza cerchral
v una del cerebelo), antes de declarar que el resultado es negativo. 8 lo
es, se debe practicar e] examen histoldgico y la inoculacidn de animales.

Preparacién de los muestras de tejido para el examen histoldgico

8 el tejido es blando y dificl} de sceclonar se preparan recortes de papel
de filtro un poco mis grandes gque . muestra que se desee tomar, Sobre la
superficie seccionada de cerebro se coloca uno de esos recortes y, mientras
se sostiene su borde con la mano izquicrda, utilizando un foreeps fino con
la derecha, y por medio de un escalpelo, se hace un corte paralclo al papel
2 ¢ 3 mm. del mismoj; el tejido cortado queda adherido a éste y, en esa forma,
se sumerge inmediatamente en ¢l fijador,

Toma del malerial para moculacion

En la operacién se debe tener cuidado de separar asépticamente muestras
de las mismas partes {corteza, bipocampa, cerchelo v médula) para las
pruebas de incculacitn (véase seccidn 6 (A), pag. 79). 8i ¢l cerebro se recibe
en buen estado v se puede considerar estéril, se toman las muestras antes de
hagcer cualquier examen, Cuando el cerebro estd infectado, se pueden tomar
los fragmentos en cualguier momento empledndose antibidticos, en la forma
descrita en la seecidn 2, pdg. 38.

Animales Pequefios (Concjos, Cobayos, Hamsters, Ratones)

Congjos

Descansando el animal en su superficie ventral, se sujeta 8 la bandeja de
antopsia, con la cabeza en ol borde de la misma. Con una pinza de dientes
de ratdn, un escalpelo' y una tijera, se separa la piel de la cabexa, desde 1a
nuea hasta el hocico, cortindose las orejas y los parpados superiores,

Se moja la superficie de la cabeza con aleohol yodado y se flamea rapida-
mente con un moechero de Bunsen. Sosteniendo el hoeico del animal con la

mano izquierdd, por medio de un féreeps de Faraheut, se destapa el crineo
con tres cortes de una pinza cortaheuso. Los dos primeros cortes se hacen
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en la parte anterior de la cabeza, desde cada drbita hasta la linea media,
con un movimicnto hacia arriba ¥ hacia afuera, separando haeia un lado
los huesos parietales v temporales. Kl tercer corte se hace en el oceipucio,
con un movimiento de eversién, para poder levantar la tapa hacia atris y
dejar despejado el campo de operacion. Se dejan los férceps de Farabeuf y
la pinza de hueso, y con piuzas de diseceidn y tijeras se separan las meninges
¥ se secciong, en el léhulo olfatorio, la parte anterior del cerebro; se corta
la médula detras del cerebelo v, después de levantar el cercbro para cortar
2l quiasma dptico, se coloca en una caju de Petri para su diseccion.

Con el cercbro descansando cn la caja de Petri, sobre su cara dorsal con
la superficie ventral hacia arriba, se corta el eje cerebral en el pedinculo;
luego se corta a través de la masa encefdlica oblicuamente, siguiendo un
plano transversal inclinado que comience en el quiasma dplico y se extienda
hacia la convexidad, parzlelamente a la superficie posterior de los hemis-
ferios y el corte del eje cerebral, Un segundo corte en la misma forma, para-
lelo ¥ por detrds del primero, ¥ de 5 a 8 mm., da una seccidn transversal
del cerebro que comprende la circunvolucidn del hipocampo ¥ ¢f cuernc de
Ammdan, asi como ¢l ganglio dptico basal—dreas preferidag para la bisqueda
de corpusculos de Negri—ademés del drea motora de la corteza (véanse
fizs. 6y 7 y la {ig. 5 de la ldmina en colores, a la derecha de la pig. 403,
Un corte transversal del cerebelo permite el examen de las células de Pur-
kinje y de la regién peduncular, Por ltimo, un corte en el extremo del eje
cerebral proporciona una seccidn de la médula. Para aleanzar el ganglio
de (Gasser sc ha de cortar la porcidn petrosa con un férceps de hueso
en su insersidn en la silla turea; la superficie cortada se abre separando el
hueso temporal hacia abajo y hacia atuera, El ganglio de Gusser se reconoce
facilmente por su forma nodular, color blanco y consistencia casi fibrosa.
El ganglio se retira cuidadosamente, librandolo de tfragmentos dseos, se
coloea sobre un trozo de papel de filtro v se introduce en el fijador con
las otras muestras.

Cobayos o hamsiers

Se sujeta el animal a la bandcja de autopsia y se refira la pi(:l de la cabeza.
Se flamea rdpidamente el crineo. Con el segundo par de tijeras grandes
cstériles, se abre el crineo por medio dc cuatro incisiones alrededor de la
cavidad craneana: la primers uniendo las dos drbitas, y las otras tres
hechas suscesivamente a los lados y en el hueso oceipital, Se retira ¢l cerebro
con pinzas finas y tijeras ¥ se hace la diseccion en la forma descrita para el
conejo, Fg més dificil encontrar el ganglio de Gasser cn el cobayo que en
¢l conejo, pero con cuidado se puede conseguir.



FIG. 6. CORTES DE CEREERO DE CONEIJQ Y DE RATOM

La explicacién de estos cortes aparece en la phg. 49)
48
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Ratones

Se clava ¢l ratdn sobre una limina de corcho, con la superficie ventral
hacia abajo y las extremidades extendidas. Primero se fijan las cuatro patas
con alfileres; con nn quinto alfiler se asegura la hase de la cola ¥ con otro
se clava la extremidad anterior del hocico, estirando ¢l animal hacia ade-
lante. Sc retira la piel de la cabeza, se moja el crineo con aleohol yodado
v ge flamea ligeramente con la Hama piloto de un mechero de Bunsen, Se
abre el crdneo con un par de tijeras finas, uniendo primero las orbitas y
haciendo luego dos cortes laterales en la purte baja, para poder levantar
la tapa hacia atris, Se corta la médula y el quiasma y se pasa toda la masa
encefilica u una caja de Petri. Se separa el cerebelo. Se corta ¢l cerebro
transversalmente a la altura del quiasma dptico y en un plano paralelo a
la superficie posterior del cerebro, para obtener un corte transversal que
se coloca en el fijador, reservindose la parte anterior para frotis e-inocula-
ciones. Se debe {ijar también una seccidén del cerebelo.

Si se desea examinar un ganglio se debe retirar la poreién superior de la
médula dorsal junto con cl ganglio cervical superior.

INCLUSION, COLORACION Y EXAMEN DE CORPUSCULOS
DE NEGRI

Fijador Rapido de Sublimado Corrosivo!
Recomendamos la siguiente mezela para la fijacidn rdpida del sistema

nervicso: volimenes iguales de acido acético glacial, acetona y solucién
saturada de sublimado corrosive (HgCly) en aleohol absoluto.

Ezplicacién de lo fig. 6 (pdg. 48).

A: Cerebro (ratén o conejo): 1, cerebro; 2. cerebelo; 3. méduls oblongada.

B: Seecifn de cerebro de ratén normal: 1. corteza cercbral; 2. ventriculo lateral
{plexo earoideo); 3. cuernc de Ammdn; 4. mesencéfalo; 5. nicleos interiores de
materia gris; 6. veniriculo medio; 7. cuerpo calloso.

C: Seceidn de cerebro pormal de conejo: 1. tercer ventriculo; 2. cuerno de Ammdén
(capa media); 3. canal olfatorio; 4. plexo coroideo; 5. infundibule; &. eircunvolu-
cidn del hipocampo; 7. ganglio geniculado lateral; 8. nteleo ventral del tdlamo.

D: Cerebro de conejo fuera de la cavidad crancal: aspecto lateral. A la izquierda:
porcién anterior; al eentro: lébulos tempural ¥ parietal; & la derecha: cl eerehelo.
Los cortes se hacen delante de la lines o (a travég del quiasma dptico) y detrds
de 1u linea &; la seceidn a-b se introduce en el fijador.

E: Cerchro de eonejo: seccién transversal a-b: 1. cuerpo calloso; 2. tercer ventriculo;
3. ventriculo laferal; 4. plexo coroidco; 5. cuerno de Ammdn (capa media); 6.
euerno de Ammdn {capa interior); 7. cuerno de Ammén (capa exterior); 8. ganglio
genieulado lateral; 9. nicleo veniral del tdlamo; 10. plexo coroideo lateral; 11.
canal olfatorio; 12, infundibulo.
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La mezcla se hace previamente, pues se conserva muy bien. Prepirese
Ia solucién saturada de sublimado en aleohol, en fraseos herméticamente
cerrados; acelérese la saturacién en la incubadora a 37°C. Las secciones se
deben tratar con solucién de Tugol o aleohol yodado antes de tefiirlas para
climinar el sublimado. Las mezclas que contengan otros componentes,
especialmente formol, dan decididamente resultados inferiores, al igual
que las mezclas con agua o aleohol hidratado, agregado para demorar la
fijacidn. Este fijador endurece todos los tejidos que no sean del sistema
nervioso.

Método Rapide para Inclusiones Hislolégicas

La fijacién de secciones de tejido cerchral de 1 mm de espesor necesita
de 15 a 30 minutos. T tejido se transfiere directamente a alcohol absoluto,
en ¢l que se le dan dos bafios durante unos 20 a 30 minutos; luego se bafia
dos veces en tolueno y dos en parafina, renovando el liquido; cada bafio
ha de ser de 15 minutos. Incluyendo el periodo necesario para el corle y
la coloracidn de las secciones, la preparacién queda dispuesta para su exa-
men microsedpico entre tres horas y media y cuatro horas después de la
autopsia del animal.

Inclusién en Dioxan

A veces es ventajoso el empleo de un disolvente de la parafina que tam-
bién sea miscible con agua. De este modo se reducen las manipulaciones
¥, cuando sc trata dc fragmentos delgados de tejido, se ahorra tiempo.
En estos casos se recomiends el uso de dioxan.

Tijese el tejido en secciones delgadas que no pasen de 5 mm de espesor.
En principlo, se puede emplear cualquier fijador, pero es preferible usar la
mezcla® de dioxan de Bouin deserita por Lison:

Dioxan saturado con dcido pierico. . ... ... ... 8, 5 volimenes
formol comereial . . .. ... ..o L L 1 volumen
acido acético glacial . .. ... ... ... . . ... ... .. .. {1, 5 vollunenes

Incliyase sin lavar, siguiendo el procedimiento que se describe a continua-
cidn:?

dioxan IT. .. ... ... ... .. 1 hora
dioxan TTT. ... . ... . . .. . ... 2 horas
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v en seguida:

parafina L. ... .. ... L 15 minutos
parafina IT.. .. . .. . . . 45 minutos
parafina ITT .. ... . . . o oo 2 horas

Usese para la inclusién parafina fresca.

Téngase cuidado de comservar el dioxan en frascos herméticamente
cerrados, pues hay peligro de envenenamiento crénico y anemisa, a causa
de los vapores, s se deja el dioxan en frascos abiertos; asegirese su con-
gervacién en estado anhidrico, agregindole trozos de CaO,

Coloracion de los Corptsculos de Negri por el Método de Mann

Fiste método clasico produce secciones de coloracién permancnte, con
una excelente diferenciacion de los corpisculos de Negri, Es un magnifico
método de demosiracion, pero exige tiempo y cierta desireza para lograr
los mejores resultados.

He aqui e] procedimiento que se ha de seguir:
Prepéresc la mezcla en el momento de emplearla:
azul de metilo (no azul de metileno), en solucién acuosa al

L . 18 c.c.
solucidn acuosa decosma al 1%. ... ... ... .. ... ... 23 c.c.
agua destilada . ... .. ... L 49 c.e.

Tifiage durante 24 horas a temperatura de laboratorio o de 6 a 14 horas
a 38°C (en este caso tritese primero la seccidn con alcoholformol para
msolubilizar la gelatina, pues de otro modo se desprenden las secciones).

Lévese primero con agua corriente y luego con aleohol absoluto (rdpida-

mente).

Higase la diferenciacidn en solucidn aleohdlica de sosa céustica
solucién al 1,5% de sosa cdustica en alechol. .. ... ... 1lece.
alechol absoluto.. ... ... o 30 c.c.

hasta que la seccidn se tifia de color rosa {(aproximadamente 10 minutos).
Tan pronto como sge logre esta fase, ldvese bien en agua corriente. La sec-
cidén debe tomar un color celeste; de otra manera, tritese con agua que
contenga dcido acético (2 gotas de dcido acético en 40 c.c. de agua destilada)
durante I minuto, L
Deshidratese rdpidamente (aleohol absoluto); trdtese con xilol; méntese
en bilsamo,
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Resultado: Corpusculos de Negri, color bermellén; nucléolos de las
neuronas, violeta rojizo; cromatina, azul; células, azul oscuro; estroma,
azul palido; eritrocitos, color rosa (véanse las figs. 3, 6 v 8 de laldminaen
colores, a la derecha de la pag. 40).

Si se utiliza floxina B en lugar de eosing, en la misma proporcion, las
preparaciones resultan menos vistosas {(azul violeta o violela en lugar de
celeste), pero las inclusiones {corplsculos de Negri) son més numerosas y
‘mas destacadas.

Coloracion de los Corpiisculos de Negri por ¢l
Método Fuesina-Safranina-Azul®

Después de que el tejido esté bien fijado, incliyase en parafina, cortese
en secciones delgadas y saquese de la parafina. Coloréese 10 minutos con
la mezela siguicnte:

(1) fucsina bésica. ... ... ... ... ... ... ... .. ... T o
alcohol al 50% . . . .. e 200 c.c.
{2} solucién acuosa de safraning al 0,2 %,

Meézelense los componentes (1) y (2) en partes iguales (en frasco gotero,
la mezcla es bastante estable y se conserva durante algin tiempo).

Viértase el colorante, eiibrase la sceeidn con aleohol v acctona (en partes
iguales) para eliminar el exceso de aquél y livese ripidamente: la seccidn
queda tefiida de rojo. Coloréese de 15 segundos a un minuto con azul poli-
‘eromético de Unna (dilucién al 10%) o con azul de permanganato preparado
'pDr el método de Stévenel' y dsese sin diluir. Viériase el colorante: la
seecidn queda color violeta oscuro. Hagase la diferenciacién en aleohol-
‘acetona durante unos pocos segundos: la seccién se torna azul; inmediata-
mente, l4vese la preparacién en agua corriente (agua de la llave) para
eliminar el exceso de colorantc azul y triatese nuevamentc con aicohol-
acetona; luego, sin lavar la preparacion, comiéncese la deshidratacién agi-
tdndola en un tubo de Borrel con aleohol absoluto. Fl exceso de colorante
en la preparacidn queda asi eliminado y la seceidén diferenciada con un
ceolor rosalila, que varfa en tono de acuerdo con ol cspesor de la seccidn.
Complétese la deshidratacion rapidamente eu aleohol absoluto, eliminese
cuidadosamente el alcohol en varios cambios de xilol y mdntese en balsamo.,

Resullado: estroma de color rosado muy pélido, con las fibras nerviosas
de un resado més intenso; la neuroglia v los leucocitos, azul-violada; las
neuronas, azul palido; la cromatina, morado oscuro con los nucléolos de
un rojo vivo; las formaciones patoldgicas muy bien diferenciadas: inclu-



DIAGNOSTICO DE LABORATORIOD 53

siones nucleares y substancias oxifilas, rosa vivo; corplsculos de Negri,
rojo amapola a rosado violeta, con la estructura interior color lila (véarse.
figs. 5y 7 en la ldmina de colores, a la derecha de la pagina 40).

FIG. 7. RAB\A DE CALLE: CUERNO DE AMMONV(CAPA MEDIA)

o

Colorante de Mann Aumento: 800 veces
Aspecto bajo la luz blancs; numerosos corplseulos de Negri

Descubrimiento de los Corpiisculos de Negri con
el Microscopio Fluorcscente

En este método se aprovecha la fluorescencia de los corpisculos de Negri,
cuando se han impregnado con fluoroeromo v se exponen a la accién de una
luz con una longitud de onda de 4.000 A5 Cuando se cuente con equipo
para la microscopia flucrescente, éste cs un método rdpido y seguro para
el diagndstico de la rabia.

(1} Fijese el tejido cerebral e incliyase en parafina en la forma acos-
tumbrada. Se hacen secelones delgadas, se montan en portacbjetos y se
tratan sucesivamente con xilol, aleohol shsoluto v agus, para retirar la
parafina.

- (2) Luego, se sumerge por 30 minutos en solucién acuosa de tioflavina
8, al 0,2%. Bin lavar la preparacidn, tritese durante unos segundos con
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aleohol absoluto y luego con tolueno. Moéntese en balsamo entre el porta-
objetos y el cubreobjetos, empleando [ menor cantidad posible de bdlsamo,
Se debe comprobar primero que el bilsamo esté libre de substancias fluores-
centes a la accidn de la luz ultravioleta.

(3) Ilxaminese con microscopio de fluorescencia, empleando un filtro
para detener la longitud de onda mayor de A = 5.150 A. Localicese el

FIG. 8. RABIA DE CALLE: REGION CEREBRAL Y CELULAS IDENTICAS A LAS DE LA FIG. 7

Colorante de Mann Aumento: 800 veces

Vista bajo €l mismo aumenio, pere con luz fluvrescente, de corpiisculos de Negri
con tioflavina, Obsérvese edmo los corplisculos, por ser fluorescentes, se destacan muy
bien en el fondo oscuro de la preparacidén

cuerno de Ammdan bajo el pequeiio aumento y examinese con gran aumento,
empleando glicerol o parafina liquida como liquide de inmersién,

Los corplisculos de Negri sc destacan inmediatamente por razdén de
su viva fluorescencia (véanse figs. 7 y 8) ¥ su color celeste (azurce) brillantc.
Fl fondo de la preparacidén es amarillo palido, el protoplasma celular ama-
rillo brillante, ¥ log nucléolos ¥ eritrocitos azul pilido.

Método de Stovall y Black

Un método de eoloracién muy generalizado en los Istados Unidos es el
descrito por Stovall y Black,? caracterizado por fijacién con acetona y
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coloracidn en serie. A continuacién se reproduce la descripeidn hecha por
Lillie,® asi como una variante de este método citada por él,

‘1. Tifase durante 2 minutos en solucién aleohdlica de eosina etilica, al 1%,
(C. 1. No. 770, eosinato ctilico de sodio), ajustada & pH 3,0 con 4eido clor-
hidrico N/10.

2. Lavese con agua.

3. Tifiase durante 30 segundos en azul de metileno al 0,23%, dilufde en alcohol
de 229 estabilizado a un pII 5,5 con estabilizador de 4eido acético ¥ acetato
sddico.

4. Difevéneiese en dcido acético al 0,389 en agua (13 gotas en 60 ¢.c.) hasta que
lag secciones queden color rojo parduzeo.

5. Ldvese, deshidrdtese y clarifiquese.

6. Mdntese en balsamo,

Resultados: Los corpisculos de Negri aparceen de color rojo parduzco a rojo
vivo; los nucléolos, azul pdlide; las demds estructuras, color de rosa.

“Variante de este método que hemios wsado con éxilo.

1. En 80 c.c. de alcohol al 1009, 6 94 c.c. de aleohol, al 85,5%, 3,25 c.c. de 4eido
aeético, al 19, y suficlente agua para completar 100 e.c., disuélvanse 950 mg,
cosina etilica, Colordese en osta mezela durante 2 minutos.

2. Livese luego en alcahol y agua.

3. Contratifiase el tejido fijudo en formalina con azul de metileno al 0,5%, en

aleohol al 2595 el material fijado en aleohol, en alumbre-hematoxilina.,

. Diferéneicnse en deido asético al 0,25% durante 2 a 5 minutos.

. Lavese, deshidritese y clarifiquese.

6. Méntese en bilsamo.”

[

Otros Métodos de Coloraciém

Entre el sinntmero de métodos que han sido recomendados para tefir
los corpisculos de Negri los siguientes son también eficaces:

{1) Método de Lentz? ésta es una variante del método de Mann,

{2) Método de Gallego,! en el que se emplea cloruro férrico 4dcidocoma
mordente, scguido de coloracién por el método de Ziehl y picrocarmin,

{3) Método de Romanowsky-Giemsa: Giemsa estabilizado siguiendo
el método de Lillie y Pasternack.”

{4) Método de Schleifstein:® combinacion del método de Seller con el

método rdpido de inclusién con dioxan,
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PRUEBA DE INOCULACION EN RATONES

A pesar de la sencillez propia de una prueba de inoculacién en ratones,
sus resultados dependen, cn gran parte, del grado de exactitud con que se
haya llevado a cabo.

Seleccidon de los Ralones

Raza

Por regla general, el ratdén blanco de cualguier raza sirve para csta prueba.
Se debe dar preferencia, al ratén suizo albino, ya que es muy susceptible
al virus rdbico ¥ es facil de mantener el plantel de cria en el laboratorio.
Sin cmbargo, s 1o se pucde obiencr el ratén suizo albino, se puede emplear
casi cualquier variedad de ratdn, excepto el gris silvestre, porque atin no
se ha encontrado una raza genéticamente resistente, El ratén gris silvestre
se debe excluir, no porque no sea susceptible, sino porque no es fcil que
resista el confinamiento en la jaula durante el periedo de observacisn.

Edad

108 ratones de toda edad son susceptibles a la rabia por via intracerebral.
Sin embargo, es més facil inocular, mantener y observar ratoncs que tengan
entre 21 y 35 dias de edad (8-12 g. de peso) en el momento de inocularlos.

Sexo

Los ratones de ambos sexos son igualmente susceptibles al virus rdbico.
No es aconsejable mantener en la misma jaula adultos de un mismo sexo
porque, especialmente los machos, pueden matarse peleando antes de que
termine el periodo de observacidn,

Salud en general

Es imperativo que los animales seleccionados para ser inoculados estén
en buen estado de salud, Es importante conocer la historia de la colonia y
conviene examinar cuidadosamente a los animales antes de inocularlos.

* Colaboracién_de Hilary Koprowski, Subdirector de la Division de Investiga-
ciones de Virus y Rickettsiaa de los Laboratorios Lederle, American Cyanamid Com-
pany, Pearl River, N. ¥., B.TJ.A.

a7
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La presencia de ectopardsilos, pelo hirsuto y claros signos de diarrea,
basta para descalificar estos animales inmediatamente. 81 los ratones son
enviados al laboratorio desde un punto lejano, cs aconsejable postergar la
inoculacion por lo menos tres dins para dejar que descansen y se ajusten a
las nucvas condiciones. Fn estos casos, conviene también dejar unos cuan-
tos animales sin inocular a fin de poder observar la mortalidad “normal”
v compararla con la de los animales inoculados.

Preparacion de Material Sospechoso para la Inoculacion

Seleceron del lefido

Para aislar el virus de un animal sospechoso de rabia se pueden emplear
tanto el cerebro como las glandulas salivales. La recuperacién del virus es
més frecuente en el cerebro que en las gldndulas salivales. Sin cmbargo,
desde los puntos de visia epidemioldgico y epizootioldgico, es importante
examinar también las glandulas salivales.

Aunque para preparar la suspension puede ufilizarse, indistintamente,
cualquier porcidn de cerebro, se debe dar preferencia al cuerno de Ammon,
al cerebelo y porciones de la corteza. Cuando se elijan glindulas salivales
se debe tener en cuenta que en las submaxilares eg donde mds fadcilmente
se acusa la preseneia del virus vdbico. Asimismo, cuando se emplean glandu-
Iag salivales, conviene picar el tejido anfes de molerlo,

Moline

La seleccién del molino, hasta cierto grado, depende de la cantidad de
tejide disponible. 81 se dispone de més de 3 ¢ 4 g. de material, es preferible
unga licuadora de Waring a cualquier otro molino (véase fig. 1). Pero i la
cantidad de tejido es menor de 3 g. {lo cual es lo mds frecuente), o sl no
ge dispone de una licnadora de Waring, conviene utilizar log molinos o dis-
positivos que se mencionan a continuacidn, cn el siguiente orden de pre-
ferencia:

(@) Molinillo de TenBroeck (véase fig. 1): Este molino es un aparato muy
manejable, facil de montar, lavar y esterilizar, pero sdlo se puede emplear
para tejido cerebral, pues las glindulas salivales son demasiado duras para
triturarlas debidamente en él. Presenia una ligera desventaja por lo deli-
cado de su mecanismo. 51 se usa en forma inapropiada, se puede romper
durante su funcionamiento y se puede dafiar con facilidad durante su lim-
pieza o esterilizacion, ete. Desde el punto de vista de la seguridad personal,
la licuadora de Waring vy el molino de TenBroeck, empleados debida-
mente, ofrecen ciertas ventajas sobre los otros dispositivoes.

-
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() Mortero y pistile (véase fig. 2): Fste método cldsico de trituracion
tiene una ventaja, pues, con la ayuda de un abrasive (v.g., arena cstéril),
permite triturar hasta los tejidos mas duros. Il mortero v pistilo no se
pucden manejar en condiciones tan asépticas como la licuadora de Waring o

FIG. 1. MOLINOS PARA LA PREPARACION DEL TEJDO

A = Mortero y pistilo B = Molinillo de TenBroeck
C = Licuadora de Waring {pequefia)

el molino de TenBroeck; pero en cambio se pueden limpiar y esterilizar con
facilidad y resisten el uso y desgaste durante mucho tiempo.

(¢} Dispositivos improvisados: 81 no se cuenta con una licuadora de
‘Waring, ni con un molinillo de TenBroeck o mortero y pistilo, se pueden
improvisar log siguientes dispositivos:

(i} Vasija concave y brocha de pintar. Cualguier recipiente cincavo y

brocha de pintar de tamafio mediano que se puedan esterilizar, se pueden

emplear para moler, aunque sélo tejido cerebral. La suspensién puede
hacerse con bastante facilidad y resuita tan homogénea como la pre-
parads, con mortero ¥ pistilo, pero se requiere méds ticmpo. La brocha
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se debe lunpiar escrupulosamente ¥ se ba de esterilizar debidamente
después de su empleo.

(i) Trituracion con tijera. Si no se dispone de otra forma de moler, se
pucde picar el tejido con tijeras curvas muy afiladas, Lo mejor es utilizar
para esto un cristal de reloj, esterilizado, dentro de una eaja de Petri.
Claro que éste es el método menos recomendable porque siempre gquedan

FIG. 2. PREPARACION DE LA SUSPENSION CON MORTERO Y PISTILO

Por cortesia del US. DHEW-PHS-CDC

algunas porciones de tejido demasiado grandes para la pipeta, la inocula-
cién, ete.

Daluyente

La eleccion del diluyente puede dejarse al criterio del laboratorista, pero
es preferible emplear una concentracién salina isotdniea; sin cmbargo, sc
sabe que los ratones pueden resistir con facilidad la inoculacidn intracere-
bral de agua destilada estéril, Se puede clegir cualquicra de los siguientes
diluyentes, segiin el orden que aconseje su facilidad de obtencidn:

(@) Una solucién saling fisioldgica con diversas cantidades de suero (con-
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eentracion de 10 a 50%): Este cs el diluyente mas empleado. Sin embargo,
el animal donante no debe haber sido vacunado nunea contra la rabia, y
este hecho se ha de confirmar con toda seguridad. Por lo tanto, hay que
evitar, generalmente, el empleo de suero de perros o gatos o de ganado
vacuno. El suero normal de carnero parece tener ciertas propiedades contra
los virus que no se encuentran en el suerc de conejo. De ahi que, s se puede
obtener, se debe considerar al conejo como la principal fuente de sangre.
Fs preferible inactivar el suero durante 30 minutos a 56°C antes de usarlo
para preparar €l diluyente. Los diluyentes que contengan suero sdlo se
pueden esterilizar a través de un ultrafiltro.

(b)Y Otros diluyentes:
(1) leche desnatada
{11) solucién de albimina en una concentracidn salina compensada.
(ii1) solucidn salina fisioldgica con agua destilada
Estos diluyentes no se recomiendan especialmente, aunque parece que
el virus rdbico no ¢z muy susceptible u la accion inactivadora de lag solu-
ciones salinas, en contraste con otros virus como el de la encéfalomiplitis,
equina del este o del oeste. S

Nota: Si una suspensidn de tejido se ha conservado durante algin tiempo
en cstado de congelacidn, el diluyente debe ser, de preferencia, una solucidn
de suero y agua al 50 %.

Esterilidad bacteriana

No es necesario agregar antibidticos a las suspensiones de fejido cerebral,
si el material ha sido mancjado en la autopsia con el debido cuidade y
despachado en un recipiente estéril. Para la conservacidn del material sc
recomienda una solucidn de glicerina al 50 % porque, ademds de su cualidad
de preservador, ejerce una fuerte aceidn bacteriostatica (véase la seccidn 2,
pig. 39). Sin embargo, s1 hay alguna duda, scrd mAs seguro agregar a la
suspension suficlente penicilina y cstreptomicina para obtener una con-
centracién de 2 mg. de estreptomicina y 50 unidades de penicilina por
cads c.c. de suspensidn total. 81 sc cmplean antibidticos, es mejor dejar
ia suspensidn por lo menos 30 minutos antes de inocular a los animales.

SBe recomicnda que se agreguen siempre antibidticos a las suspensiones
de gldndulas salivales. A pesar del erapleo de antibidticos, las suspensiones
de glindulas salivales se deben cultivar siempre por la posible contamina-
¢idén bacteriana. Para tales cultivos, se consideran excelentes cl caldo de
infusién de carne, el medio de tioglicolato ¥ el agarsangre. Si se observa
desarrollo de bacterias, se debe tratar de identificar el agente bacteriano.
St los resultades de la inoculacién en ratones son dudosos (véase pdg. 69)
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FIG. 3. CENTRIFUGACION DE LA SUSPEMSIOM n

-

Por corlesia del US. DHEW-PHS-CDC 1.000 r.p.m. durante 5 minutos

FIG, 4. ASPECTO DE LA SUSPENSION DE TEJDOQ CENTRIFUGADA

Por cortestia del US. DHEW-PHS-CDC
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puede ser convenicnte comprobar la patogenicidad de Ia contaminacidn
bacteriana mediante la inoculacidn de tales roedores por via intracerebral.

Concentracidn de la suspension de lejido

En cada caso se ha de utilizar el grado de concentracidn que se cstime
conveniente, 8t se va a almacenar, lo mejor es una suspensién al 20 %, por
peso. El peso del tejido en gramos, multiplicade por 4, da el nimero de
centimetros clibicos de diluycnte que se debe agregar. En cambio, sl se va
a usur para la inoculacion intracerebral de ratones, se debe preferir el 10 %.
Se puede diluir la suspensién al 20%, agregando un volumen igual de di-
luyente, o se puede preparar la suspensidn multiplicando por 9 ¢l peso en
gramos del tejido, a fin de conocer la eantidad neccsaria en centimetros
clibicos de diluyente.

Cuando se trata de aislar ciertas cepas del virus rabico de calle se puede
gospechar, en algunos casos, el fendmeno de la “neuro-autoesterilizacidn’,
En estos casos, que no son frecuentes, se recomienda que se diluya la sus-
pensién a mas del 10%. (véase pig. 69).

Centrifugacion y filtracion

Si se cuenta con el instramental necesario, s¢ aconseja que se centrifugue
la suspension de tejido durante 5 minutos 4 1.000 revoluciones por minuto
(r.p.m.), a fin de eliminar las particulas gruesas (véanse las figuras 3 y 4).
Sin embargo, si no sc disponc de centrifugadora, se pueden inyectar per-
fectamente los ratones por vig intrucerebral, con la suspensién al 10% sin
centrifugar. Las suspensiones de glindula salival sin centrifugar se deben
filirar a través de una o dos capas de gasa estéril, a fin de evitar que los
animales mueran por trauma.

Inoculacidon de Ratones

Eleccion de la jeringa

Se dehen escoger jeringas que puedan medir exactamente 0,03 c.c. (dosis
para, ¢l ratdn}. En consecuencia lo preferible es una jeringa de tuberculina,
de un cuarte de c.c., o, en su defecto, uny de medio centimetro o una de un
centimetro edbico. Pary la inoculacién intracerebral hay que elegir agujas
de calibre 27 6 26 (0,40 a 0,45 mm. de diimetro) y de 1 a 1,5 em. de largo.
Las agujas mAis gruesas producen traumatismo en la masa cerebral.
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Amnestesia

Es muy conveniente anestcsiar a los ratones antes de inoccularlos: el
mejor método es la inhalacién de éter. Para este objeto se puede usar un
frasco de pila eléetrica al que se le coloca un fondo de tela de alambre (fig.
5). 81 no se cuenta con cste dispositivo, se puede aplicar una inyeceidn de
pentobarbital de sodio. Es aconscjable que la mesa utilizada para la inocu-
lacidn esté sufimentemente separada de la pared, para que un ayudante
pucda anestesiar a los ratones situdndose frente al operador.

Método de noculacior (véase la fig. b)

Hay tantos métodos de inoculacidn como investigadores. El autor de
este trabajo opera con la mano derecha y prefiere la téenica siguiente,

Los ratones anestesiados se colocan sobre cl lado izquierdo con las patas
hacia el inoculador. Con el pulgar de la manoe izquierda, cl inoculador sujeta
la mandibula inferior del ratén, teniendo el dedo indice detras del erdnco del
animal, La presién debe ser muy ligera para evitar la sofocacion y la muerte
de éste. Con la mano derecha, el inoculador toma la jeringa, manteniéndola
en posicién horizontal, paralelamente a la superficie de la mesa v perpen-
dicular a la cabeza del ratén, con la aguja dirigida hacia si mismo. Mediante
un movimiento rdpido, se introduce la aguja en el erdneo en un punto que
se puede sefialar como el vértice de un angulo imaginarvie, cuyos lados se
dirigen al ojo y a la oreja derecha del animal. La aguja atraviesa facilmente
el hueso, v, después, se debe hacer que penetre de 0,1 a 0,2 em. en 1a masa
encefdlica, Cuando el inoculador esté empleando una aguja de 1,5 em.
debe tener cuidado de no profundizar demasiado, pues corre peligro de
hacer la inyeceidn en la base del erdneo. El émobolo se empuja hasta la
préxima divisién de 0,03 c.c. y luego se retira la aguja con mucho euidado.

En la inoculacion intracerebral los ratones inoculados se apartan de la
mano en que se tenga la jeringa (=i se trabaja con la mano derecha los
ratones sc dehen apartar hacia la izquierda), Esto es para evitar que se
crucen las manos, lo que podria causar un pinchazo en un dedo con la
aguja sostenida en la mano contraria.

Una vez inoculados los ratones, se colocan inmediatamente en una lata
0 una caja preparada y rotulada con anterioridad con una etiqueta que
lleve el niimero del grupo de ratones o cualgquier otra marca de identifica-
cion. 81 se hace un gran ndmero de inoculaciones, vale la pena tomar nota
del ntiimero de ratones que sobreviven en cada serie al terminar todo el
experimento. 8i mueren algunos animales, se inocula un mimero igual y
se agrega al grupo.

En ningiin caso se deberd usar la misma jeringa para inyectar dos sus-
pensiones distintas. Si no se cuenta con nimero suficlente de jeringas
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estériles, las disponibles se deben hervir entre una y otra inoculacidnm,
teniendo cuidade de eniriarlas antes de llenarlas nuevamente de inéeulo.

Convienc aplicar siempre las mismas precauciones y en la forma més

, estricta, para desarrollar bucnos habitos en el trabajo con virus. Por ejem-
plo, al vaciar ripidamente ung jeringa en un recipiente de agua, se produce
un aerosol que puede cavsar una infeceidn por inhalacidn en el operador o
..cn los animales con que csté trabajando, si la enfermedad es de las que se

FIG, 5. INQCULACION INTRACEREBRAL DE RATONES

transmiten en esta forma. Tl virus se puede transmitir de la mesa a las
manos, v si éstas no se lavan en forma debida es posible contaminar otras
muestras durante la trituracidén en mortero; por cjemplo el virus puede
caer de las manos o mangas al mortero, Al colocar sobre la mesa los ratones
ancstesiados algunos de cllos se pueden despertar, y al introducirlos de
nuevo en el frasco de anestesia pueden contaminarlo. Si se cmplears el
mismo frasco para nuevos trabajos, el virus podrfa adherirse a la cabeza
de los ratones normales ¥ penetrar en el cercbro en el acto de la inoculacién,
La mesa de trabajo se debe considerar contaminada hasta que se haya
lavado con agua v jabén. El bicloruro de mercurio diluido es un buen desin-
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fectante para la superficie de las mesas. Las soluciones de cresol y fenol
no son mis efeetivas que el agua contra los virus que més comiinmente
contaminan el tejido del ratén, tales como el virus de la encéfalomiclitis
y muchos otros. El fenol no tiene una accién apreciable contra el virus de
la rabia.

Una vez terminada 1y inoculacién de todos los ratones, la jeringa y aguja
se pueden enjuagar en agua, siempre que esto se haga con cuidado, man-..
teniendo la punta de la aguja debajo de la superficie del agua en la cubeta
de esterilizacion. Hay que esterilizar todas las jeringas y agujas cn agua
hirviendo durante cinco minutos.

FIG. & HISTORIA CLMNICA DE LOS RATONES
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Cepa Pase Preparacidn
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Ohservacién de los Ratones Inoculados

Aungue el virus rdbico rara vez produce sintomas de enfermedad en los
ratones antes del quinto dia, a partir de la inoculacién intracerebral, es
conveniente observarlos diariamente desde el siguiente a la inoculacion,
El nfimero de ratones que se encuentren normales, enfermos o muertos, se
va registrando en una tarjeta (fig. 6) que se conserva en los archivos como
un registro permanente del experimento, Kl perfedo de observacién debe
continuar por un minimo de 21 dias después de la inoculacién. 8dlo rara
vez se encontrard virus rébice en el material inyectado después de trans-
eurrir veintiin diag desde la inoculacion,

Se pueden observar en los ratones los signos siguientes:

{a) Pclo hirsuto; () temblores cuando se les sostiene en el aire, por la
cola, con una pinza; {¢) falta de coordinacién en las patas traseras: ndtese
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la forma de avanzar del ratén cuando se le obliga a caminar; {d) pardlisis;
(¢) postracién (cercana a la muerte). Todos los dfas se anotan, con una
letra representativa, los diferentes sintomas en la tarjeta de historia clinica
de los ratones.

Las muertes de ratones que ocurran de 24 a 48 horas después de la inocu-
lacidn intracerebral se deben imputar a otras causas y no al virus rdbico
{trauma, contaminacién bacteriana, otros virus). Para fines de diagndstico,
se pueden sacrificar diariamente uno o dos ratones, comenzando en el
quinto dia, con el objeto de busear corpisculos de Negri. Frecuentemente
se puede obtener asi un diagndstico preeoz, especialmente cuando se trate
de ciertas cepas de virus de calle que podrian tardar de 1 a 3 semanas en
causar la muerte de los ratones.

Nota: Los sintomas clinicos de enfermedad en los ratones inoculados
no pueden considerarse como caracteristicos de rabia. Aunque los sintomas
de parilisis, cinco o més dias después de la inoculacién, pueden hacer sos-
pechar la presencia del virus rdbico, los mismos sintomas se pueden ohbservar
en muchas otras infecciones, causadas por virus, bacterias y protozoarios
que atacan el sistema nervioso central del ratén. La prueba definitiva de
la naturaleza del virus se obtiene mediante la prueba de suerc-neutraliza-
cidn (véase la seccién 5, pag. 70).

Pases Adicionales de Material Infectado

Con el cerebro de los ratones que han muerto de infeccién después de
ser inoculados con el virus original se puede, si se considers necesario,
preparar una suspensién en la forma ya deserita y almacenarla o emplearla
en pruebas de neutralizacién o para la inoculacién de otro grupo de ratones.

Extraccion del Cerebro del Ratén

El cerebro de todo ratén que haya muerto durante la noche, o que haya
sido sacrifieado en estado de coma, se debe extracr para buscar corptisculos
de Negri (véase la seccién 2, pig. 24). Para sacrificar a los ratones que
presenten sintomas de postracién (sintomas terminales de rabia) se les
debe administrar cloroformo.

Clavese ¢l ratén muerto sobre el tablero de diseceién con la superficie
dorsal del cuerpo haecia arriba. S6lo se necesitan dos alfileres: uno a través
del hocico v el otro en la base de la cola (véase la fig. 7). También se pueden
usar tres alfileres o sujetadores de resorte: uno para cada mano y uno
para la cola.
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Con pinzas y tijeras se retira la piel de la cabeza v ¢l cuello, descubriendo
el erdneo. Este se sujeta por las drbitas con una pinza de dientes de raton
v la b6veda se corta con tijeras curvas, descubriendo el cerebro. El cerebro
se retira con un par de tijeras curvas (véase I'ig. 7) y se coloca en una caja
de Petri estéril. e corta una seceién delgada del mismo, por delante del
cerebelo, ¥ se coloca sobre un bajalengua de madera o una toalla de papel.

FG. 7. EXTRACCION DEL CEREBR

O DEL RATON

- F— I i L T il
Por coviesia del US. DHEW-PHS-CDC

Con un portaobjctos limpio sc presiona ligeramente Ja superficie cortada
de la seccidn; la presién debe ser suficiente para dejar una impresién en la
ldmina de vidrio. Hecho esto, se aplica a la preparacion un colorante para
corpisculos de Negri.

Complicaciones de la Prueba de Inoculacion en Ratones

Contaminacidn bacteriana del matertal de tnoculacion

81 la contaminacidn bacteriana produce la muerte de los ratones, a pesar
del emplec de antibidticos, y sl sc conserva la suspensién original, pueden
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ensayarse los métodos siguientes para eliminar la interferencia causada
por las bacterias.

(a) Filtracidn por wlirafiliro: Se debe emplear para este objeto liquldo
sobrenadante, de una suspensidn centrifugada a 1.500. r.pm. durante 15
minutos. Como las particulas del virus rdbico son bastante grandes, y la
concentracion de virug en muestras de campo no suele ser muy alta, sc
corre el peligro de perder el virus en el proceso de filtracidn.

(b) Método de dilucidn: A veces es posible diluir la suspensién més alld
del limite de contaminacién hacteriana, reteniendo la actividad del virus,
pero csto sucede raras veces.

(€) Conservacidn prolongada: Algunas veces resulta mas facil combatir
la contaminacién bacteriana después de conservar, durante cierto tiempo,
la suspensién de tejido, ya sea cn congelacidn o en glicering {véanse pigs.
30 v 61).

(d) Inoculacidn parenteral: Para cste objeto se debe escoger el hamster
de Siria, por ser el animal mis susceptible a la infeccidn parenteral. Los
ratones son rclativamente poco susceptibles a la infeccidn parenteral por
rabia.

Presencia de dos virus

Esto cs causa de confusiones, pariicularmente cuando el segundo virus
posee propiedades patogénicas semejantes a las de la rabia. Puede intentarse
la incculacidn intracerebral o parenteral de especies distintas al ratén,
especialmente en vista de la gran variedad de animales susceptibles al
virus rdbico,

“Neuroinfecciones aufvesterilrzantes” o fendmenos de interferencia

En ciertos casos, ya sea por las propicdades de una cepa determinads,
de virus de calle o porque la presencia de gran cantidad de particulas de
virus inactivado afecte al virus vivo, puede ser necesario diluir el material
de inoculacicn diez o clen 0 mis veces. No hay regla que determine cuando
se debe hacer esto. 8in embargo, si se encucntra constante dificultad en
aislar virus rabico en la misma especie animal, en una regién geografica
determinada, se debe pensar seriamente en la posibilidad del fenémeno de
interferencia, y las suspensiones de tejido se deben diluir més all4 de las
concentraciones al 10%.
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PRUEBA DE NEUTRALIZACION DE SUERO-VIRUS

La prueba de neutralizacién de suero-virus, ejecutada debidamente, es
una de las mejores para identificar el virus de la rabia. Aunque la prueba
de neutralizacién es menos sensible por via intracerebral que por via paren-
teral, no es posible aplicar este llimo método en la identificacién del virus
rdbico porque dicho virus tiene un reducido poder de invasién cuando se
inyecta parenteralmente en ratones, Vamos a describir esta prueba como
sl quisiéramos identificar un virus aislado recientemente cn el campo. Sin
embargo, ¢l método se pucde aplicar a cualquier prueba de neutralizacidn
ejecutads. normalmente en el laboratorio.

Seleccidon de los Ratones

Se debe aplicar el mismo criterio recomendadoe para la prueba de inocula-
cién en ratones (véase la seccion 4, pdg. 57).

Preparacion de la Suspensiéon de Virus

Cieneralmente se puede emplear el primer pase del virus por ratdn, como
la {fuente de material infectante. Sin embargo, en algunos easos la concentra-
eién de virns cs muy baja v la prucba falla porque muere un nimero muy
reducido de ratones inyectados con una meszcla de virus y suero normal.
En estos casos sc dehe emplear cl segundo o tercer pasc por cerebro de
ratén. La preparacidn de la suspensién de cerebro de ratén debe cefiirse a
la téenica descrita en la seccién 4, pag. 58, salvo que sca mds conveniente
preparar una suspension al 20% por peso de tejido infectado. Ademds,
el empleo como diluyente de suero normal al 10 % y solucién salina fisiolé-
gica o 10% de suero normal en agus destilada puede dar resullados més
uniformes que cl empleo de otros diluyentes.

* Colahoracion de Hilary Koprowski, Subdirector de la Division de Investiga-
cicnes de Virus y Rickettsiag de los Laboratorios Lederle, American Cyanamid Com-
pany, Pearl River, N.Y,, E.U.A. ¥ de Harald N. Johnson, Divisién de Salubridad
]Iange_rAnacional del Instituto Rockefeller de Investigacion Médiea, Nucva York, N.Y .,

70
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Conservacion dcl Yirus

Por ciertas razones téenicas puede resultar recomendable conservar el
virus anies de emplearlo en la prueba de neutralizacién., Varios métodos
se pueden recomendar para la eonservacidn del virus rdbico. El mejor es
conservar el tejido virulento {generalmente una suspension al 20% por
peso) en una ampolla herméticamente cerrada, mantenida a temperatuaras
inferiores al punto de congelacidn, de —15°C a” —30°C en congeladora
eléctrica, o entre —60°C v 70°C en nevera de CO, .

Mucstras de Suero

Es indispensable que en las pruebas de neutralizacion se emplee un suecro
inmune a la rabia que haya sido ensayado previamente, ya sea en el propio
laboratorio o, preferentemente, por otros investigadores, habiéndose com-
prohado que posec una capacidad neutralizadora especifica.! El suero in-
mune debe conservarse, de preferencia, congelado o en estado de deseca-
cién. También puede conservarse a +4°C cn una refrigeradora corriente,
en tubos de ensayo cerrados con tapdn de caucho o de corcho. Se aconseja
que se mantenga el suero normal y el suero antirrdbico en frascos de vacuna
con tapén de caucho con manga, a fin de poder extraer el suero con una
aguja y jeringa, sin necesidad de quitar el tapdén. Generalmente, no se
agrega ningin preservativo, pero puede afiadirse tiomersal (mertiolato)
al swero normal y al inmune, a una conecntracion de un 1 por 10.000. Lo
importante es que el suero testigo normal y el suero inmune se preparen
de la misma especie de animal v se conserven en idénticas condiciones.

Hay varias circunstancias que pueden motivar aparentes diferencias en
las pruchas de muestras de sucro para substancias neutralizantes. Estas
substancins pueden ser no especificas y resultar de variaciones en las condi-
ciones de preparacién o eonservacién del sucro, o de Ia presencia de algiin
virulicida en los tubos empleados para conservar y probar las muestras
de suero. Por ejemplo, se pueden producit substancias virulicidas en los
tapones de algoddn de Jos tubos de ensayo, si aquéllos se queman durante
la. esterilizacidn en seco o sl el algoddn no se trata especlalmente para
eliminar las substancias lipidas. En los tubos de “prueba puede quedar
jabén, tejido carbonizado o residuos de lag substancias que =e emplean para
limpiarlos. La contaminacion bacteriana de las muestras de suerd” puecde
producir asimismo substancias virulicidas. También hay otros factores de

1 La Organizacién Mundial de la Salud, Palais des Nations, Ginebra, Suiza, pro-
porcionard, a quienes lo soliciten, muestras de suero positivo.
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menor importancia que deben tenerse en cuenta, como el contenido de CO,
v la existencia de complemento activo. El pH de las muestras de suero,
guardadas en tubos de prusha, cambia de 7,4 a 8,5, a medida que ¢l con-
tenido de CO; se reduce al equilibrarse con el aire el contenido gaseoso del
suero. Las muestras frescas contienen complemento aclivo y enzimas que
se inactivan, a 4°C, en dos o tres semanas, o maslentamente a temperaturas
inferiores al punto de congelacién.

En la preparacién de sucro testige normal v de suero inmune se aconseja
emplear e cobayo como animal de experimentacién. Témense las mucstras
de sangre por la mafiana y retirese de las jaulas, la noche anterior, todo el
alimento, a fin de obtener un suero transparente. La inmunizacidn del co-
bayo debe hacerse con cerebro virulento de eobayo. El empleo de virus de
cerebro de raton puede determinar la produceidn de antienerpos del virus
de Ia encéfalomiclitis de esie roedor, sl tal virus se encontrase presente,
como contaminante, en la cepa de ratén. Iisto pucde conducir a una falsa
interpretacidon de los resultados de la prueba de especificidad. Fl suero
mroune de cobayos, preparado en la forma descrita, puede usarse asimismo
para la prueba de fijacidn del coraplemento. El concjo también es un animal
apropiado para la preparacién de suero inmune (véase la seccion 6 (B),
pag. 87).

Ejecucion de la Prueba

Suero

Coldquense dos hileras de cinco tubos de ensayo esterilizados, de 12 %
75 mm. Con un ldpiz de cera méarquese cada hilera de tubos con 1077, 1072,
10-3, 104, 10~*% Madrquesc una hilera con la letra N (suero normal) y la
otra con la letra I (suero inmunc). En cada tubo de la seric N agrégucnse
0,2 c.c. de suero normal, medidos en una pipeta de 1 c.c. graduada en 0,01
c.e. Higase lo mismo con los de la serie I, empleando suero inmune, (Uti-
license pipetas diferentes para cada suero.)

Virus

Prepirese un juego de tubos de 12 X 110 am. y mairquense del 101 al
1075, Déjese el primer tubo vacio, y con una pipeta coldquese 2,7 c.c. de
diluyente {de preferencia 10% de suero normal en solucidn salina f{isiold-
gica) en cada uno de los restantes. En el primer tubo vacio, marcado 101,
viértase con una pipeta la suspension al 20 % de cerebro de ratén infectado.
Transfiéranse 0,3 c.c. de esta suspensién al tubo mareado 10-2 y, empleando
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otra pipeta (1 c.c.), mézclense bien con el diluyente, para lo que se transva-
sard el liquide por lo menos 12 veces de uno a otro recipiente. Luego trans-
fiéranse 0,3 c.c. al tubo marcado 1073, mézclenze bien y continmdese asf
sucesivamente, repitiendo el procedimiento expuesto.

Pisense 0,2 c.c. del contenido del tubo marcado 107! al tubo con suero
normal (N-10~1) y luego 0,2 cc. al tubo con suerc inmune (1-10-1}. Con-
tintese con las diluciones de virus siguientes, empleando una pipsta liimpia
para cada dilucidn.

Agfitese la gradilla 3 coldquese durante hora y media en bafio de Maria
o en una incubadora regulada a 37°C.

Nota: Al preparar diluciones seriadas es esencial emplear para cada pase
uns nueva pipeta. Después de transferir la cantidad deseada al tubo que
corresponda, se debe emplear una nueva pipeta para hacer la mezela y
Iuego pasar el liguido al tubo que siga en turno. Debe establecerse el sistema
de colocar separadamente en la gradilla, antes de hacer la mezcla, el tubo
al que ya sc haya agregado el virus. La mezcla se hace llenando y Va,(,lando
una pipeta de 1 c.c., 10 ¢ 12 veces; prociirese no hacer espuma, Un error
frecuente, en téenicos de poca experiencia, es el de transvasar sin hacer la
mezela, u omitir un tubo y, en consecuenciu, no transportar el virus.

En ningln caso debe intentarse hacer una titulacién si no se dispone de
suficientes pipetas para cambiarlas en cada dilueidn, pues la titulacién
careccria de sentido. Al titular con una sola pipcia es posible infectar ratones
con diluciones 10~%7, ete., por desprenderse de ésta un poco de tejido. Esto
se puede demostrar empleando una sola pipeta ¥ haciendo diluciones deci-
males de azul de metileno.

Inoculaciin de Ratones

Retirese la gradilla de la incubadora o bafio de Maria y coldquese en una
bandeja con agua ¥ cubos de hielo. Inyécetese el contenido de cada tubo
intracerebralmente en seis ratones (0,03 c.c. por ratén), siguiendo la téenice
descrita en la seccidn, 4, paginas 63-64. La serie de ratones que reciben el
suero inmune v la mezela con virus se deben inocular primero. Se puede em-
plear una jeringa de tuberculina para la serie de suero inmune y otra para la
de suero normal. En este caso, sin embargo, se deben comenzar las inocula-
ciones con la dilucién 103 y continuarlas en orden inverso hasta la dilucién
1071, Al cambiar las diluciones se debe enjuagar siempre la jeringa con la
“nueva’” dilucién antes de llenarla. Al terminar la prueba hay que. tener
geis ratones vivos inyectados con cada dilucidn,
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Observacion de los Ratones Inoculados

Sigase el método deserito en la seccidn 4, pigina 66. La prucha se ha de
dar por terminada a los 21 dias de la inoculacién, salvo que se sospeche la
presencia de contaminacidn por el virus de la encéfalomielitis del ratén
{véasc mds abajo). St se observan coeficientes uniformes de mortalidad, se
puede terminar la prucha a los 14 dias,

Coémputo de los Resultados

A continuacidn se resumen los resultados hipotéticos de una prucba
tipica:

Coeficiente de morlatidad en rofones inoculados con Lo DLee

suero y diluciones de virus tiiulo del irss

Suere 1071 1672 linc 1074 1075 virus neniralisado
Normal 6:6 6:6 6:6  4:6 0:6 10425t s
Inmune 6:6 26 068 06 0:6 1p—7e 3161

* Véase la seceién 11, pdgina 117, para los cdmputos logaritmicos.
t Antilogaritmo de 2, 5 & gea de la diferencia entre 4, 25 vy 1, 75

Interpretacion de los Resultados

Si 100 DLg de virus, o més, son neutralizadas por el suero, la identidad
del virus queda establecida, Tn caso de resultados dudosos, conviene que
se repita la prueba. A veces la ncutralizacién de 75 Dl de virus se puede
considerar suficiente para establecer Ja identidad.

Si el virus rdbico se ha perdido y ha sido substituido por otro virus, el
titulo serd el mismo en los dos grupos. Log virus aislados o mantenidos en
ratones se pueden contaminar con el virus de la encéfalomielitis del ratén
y este virus puede pasar en serie con el rdbico. La mayoria de las cepas del
virus de encéfalomielitis del ratdén tiende a producir sintomas antes que el
virus rabico fijo, esto es, entre el segundo y el tercer dia. De los ratones que
presenten sintomas en este tiempo, se debe sospechar que albergan el virus
dela encéfalomielitis, ¥ su tejido cerebral se debe someter a examen micros-
cdpico y pases sucesivos. Las llamadas cepas de virus rabico de ratén, de
“alta invasividad”, cque rompen la inmunidad producida por la vacuna
antirrdbica, se deben someter a un examen de comprobacién para deter-
minar la presencia del virus de la encéfalomiclitis. Un solo pase por conejos
basta para eliminar la enfermedad del ratén.,

Los ratones inoeulados se deben mantener en observacidn durante un

o
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perfodo no menor de 30 dias, pues si se encuentra presente el virus de la
encéfalomielitis puede produeir pardlisis tres o cuatro semanas después de
la inoculacidn. Si los ratoncs estdn infectados con virus de encéfalomielitis,
es diffcil aislarlo cuando se ha desarrollado la pardlisis. Fi virus de la encé-
falomielitis del ratdén se mantiene mejor medianie pases cada tres dias. La
enfermedad del ratén no es capaz de producir altos titulos.

Prueba de Diluciones de Virus de Medio Logaritmo

Para ciertos estudios puede ser conveniente trabajar con diluciones de
virus de medio logaritmo. Al preparar las acostumhradas diluciones deci-
males de virus (1 c.c. mis 9 c.e. de deluyente) coldquense tubos alternos
con 2,16 c.c. de diluyente, y al transferir cada dilucidn decimal témense
2 ¢.c. y ugréguese 1 c.c. & la siguicnte dilucién decimal y 1 e.c. a la dilucidn
de medio logaritmo (1 c.c. mas 2,16 c.c., 6 1 parte en 3,16 6 medio loga-
ritmo). No se deben mezclen las diluciones de medio logaritmo hasta que
estén preparadas las decimales, Luego, témese una pipeta limpia y, comen-
zando por la méis alta de las diluciones de medio logaritmo, transfiéranse
v haiganse las mezclas sucesivamente hasta terminar la serie con la dilu-
¢ién més concentrada, empleando la misma pipeta. También se pueden
hacer las diluciones de medio logaritmo en un frasco, agitindolas por rota-
cién sin necesidad de emplear pipeta.

Modificacion de la Prueba: Diluciones del Suero con la Misma
Concentracién de Virus

Si se conoce previamente el titulo del virus, se puede modificar la prueba
utilizando una dosis constante de virus que represente para el ratén aproxi-
madamente 100 D1s, al mezclarse con igual cantidad de suero. El procedi-
miento es semejante al ya deserito, excepto que se diluye el suero en vez
del virus. Esta prueba economiza ratones, porque no es necesario emplear
sino una dilueidn de suern normal. El suero inmune se puede diluir decimal-
mente o cn cineo partes, de acuerdo con su poder neutralizante determinado
con anterioridad. Esta es una prueba més sensible que la que se emplea de
dilucién del virus, y ticne mayor aplicacidn como método estindard de
lahoratorio que como método para la identificacién de un agente de titulo
desconocido. Es de cspecial yalor para determinar el titulo o potencia rela.
tiva de las muestras de suero.
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Seccidn 6*
VACUNA FENOLIZADA: TIPO SEMPLE

A. VACUNA DE CEREBRO DE CARNERO: METODO
DEL INSTITUTO PASTEUR DE PARIS

Férmula general de la vacuna

La vacuna consisle en una suspension al 5% de cerebro de carnero,
inoculado con virus fijo, en solucién fisioldgica fenolizada al 1 %. La prepara-
cidn, en su fase final, no contienc virus vivo.

Cepa empleada

La cepa empleadsa en la claboracién de esta vacuna cs el virus fijo del
Instituto Pasteur (cepa Louis Pasteur) aislada el 19 de noviembre de 1882
v mantenida desde entonces en conejo solamente. Iin su nonagésimo pase se
utilizd en la primera inmunizacién antirrdbica delhombre (6 dejuliode 1885)
y, desde entonees, se ha venido empleando sin interrupeidn en el Instituto
Pasteur de Paris para fineg de inmunizacidn. Las caracteristicas y el com-
portamiento de esta cepa se examinan periddicamente y han sido objeto de
muchas investigaciones, Actualmente, la titulacidén de esta cepa en el conejo
indica que el virus fijo diluido al 1:15.000 mata 6 conejos de cada 7;
dituido al 1:16.000, mata cinco de cada diez conejos inoculados; al 1:17.000
rara vez mueren los concjos y, finalmente, en la dilucidn al 1:18.000 no
produce nunca la muerte.

Desde el 1 de abril de 1952 la cepa Pasteur, que anteriormente se pasaba
continyamente en conejo, ahora sélo se pasa una vez al mes. Para ello por
lo menos dos conejos con un peso minimo de 2 kg, cada uno se inoculan
intracerebralmente con 0,25 c.c. de una suspensidn al 1:10 de cerebro del
pase anterior (el cerebro se conserva en glicerol a la temperaturade +5°C.).
Los conejos que presentan paralisis al sexto dfu se sangran aj dia siguiente,
v sus cerebros se extraen en condiciones asépticas, se someten a pruebas
hacterioldgicas de esterilidad, a examen histolégico a fin de descubrir las
lesiones tipicas de virus fijo y se hace titulacion del virus en conejos con
suspensiones de virus fresco (véase la ldmina en color, figs. 6, 7y 8, frente a
la pag. 40).

* Colabaracion de Picrre Lépine {(Jefe) v R. Béq[%ignon, Seceidn de Virus del Insii-
tuto Pasteur, Paris, Francia (A) v de Martin M. Kaplan, Veterinario Jefe de Salud
Pdblica de la Divisién de Servicios de Enfermedades Transmisibles, Organizacion
Mundisl de la Salud, Ginebra, Suiza (B)
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Inmediatamente después de extraer el cerebro se coloea en glicerol puro
v esterilizado, en hotellas de boca ancha. Cada botella se rotula con el
nitmero del conejo y ¢l del pase del virus, y se mantiene en refrigeradores a
una temperatura comprendida entre +2°C y +5°C.

Al 1° de junio de 1953 la ceps Pasteur hahia experimentado 1,908 pases
desde la fecha en que se aislé.

Preparacion de virus de inoculacidn

Para inocular al carnero se usa el dltimo pase de la cepa, es decir, un
cerebro de la serie regular de pases, conservado en el refrigerador en glicerol
por mds dc una semana y menos de un mes. Se separa una poreidn del
cerebro, se enjuaga bajo condiciones asépticas con agua destilada estéril y
se pesa. A continuacién se tritura en un mortero enfriado a fin de obiener
una emulsién de cerebro al 1:10 en peso en solucidn salinofisiolégica. De
este indeulo se inyvecta 0,5 c.c. intracerebralmente, en un sclo punto, de
acuerdo con la téenica que se describe a continuacién.

Prepamcz'én del carnero

Para la obtencidén de vacuna sélo se emplean carneros jévenes y sanos, de
un peso medio de 42 kg., los cuales suclen tener un cerebro de un peso
aproximado de 80 g. Los carneros se trasquilan y mantienen bajo observa-
cidn por tres semanas, desechéndose todos los animales que no se encuentren
en estado normal.
 La vispera de la inoculacion se afeita la cabeza del carnero ¥ se desin-
fecta la piel afeitada restrindola fuertemente con un cepillo sumergido
reiteradamente en una solucidn de cresol. A continuacidn, se pinta la piel
del erdneo con tintura de yodo por la mafiana y al anochecer, la operacién
se repite a la siguiente maiiana. En el momento de hacer la inoculacién, la
cabeza del animal s¢ ha desinfectado con cresol v con tres aplicaciones de
tintura de yodo.

Se le lleva entonces al laboratorio de inoculacidn, donde se le eoloca sobre
una mesa especial y se le sujeta con correas (fig. 1). Mientras un ayudante
mantiene tensa la piel, se hace la trepanacion, sin hacer una inecisidn previa,
con un trépano provisto de una barrena de 13 mm. de largo por 2 mm. de
didgmetro (véase fig. 2). La punta del instrumento se dirige hacia la regidn
lateral externa del hemisferio izquierdo del cerebro (cars lateral del ldbulo
frontal). Como dijimos ya, a cada animal se lc hace una sola inoculacidén de
0,5 c.c.

Se inoculan a la vez varios carneros, ocho por lo general. Los primeros
gintomas de la rabia aparecen de siete a ocho dias después de la inoculacidn;
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FIG. 1. MESA PARA SUJETAR A LOS CARNEROS DURANTE LA INOCULACION INTRACEREBRAL

FIG. 2. METODO Y LUGAR DE LA TREPANACION EM EL CARNERQ
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al noveno dia, cuando se encuentran postrados, pero vivos ain, se les
sacrifica mediante la sangria de la cardtida e inmediatamente después se
les extrae el cerebro.

Extraccién del cerebro

Tan pronto como el animal muere se le separa la cabeza por la mitad del
cuello, se la desuella por entero y se la colaca en una bandeja. Hecho esto,

FIG. 3, TECNICA PARA ABRIR EL CRAMEQ

FR—— S o

toda la superficie craneal se bafia en alcohol iodado y se lo pasa cuidadosa-
mente la llama de un mechero de Bunsen. Se abre entonces el crdneo con
un cineel y un martillo de autopsia cortando una abertura en forma de
rombo (fig. 3) paralela al eje longitudinal de la cabeza ¥ cuya diagonal
mayor se extiende desde la linea de lag drbifas hasta la cresta occipital y
transversalmente de un borde al otro del créanea. Separadas las meninges y
cortada la base de la médula {fig. 4), se extrae el cerebro v se coloea en un
recipiente esterilizado (fig. 5). Para probar la esterilidad de sus distintas
partes se cortan entonces varias muestras de la masa cerebral, hecho lo
eual eada cerebro se deposita en un recipiente esterilizado (frasco de pyrex,
de boca ancha v cerrado herméticamente) ¥ se somete a una temperatura
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de —25°C en espera de los resultados de las prucbas de csterilidad y de Ia
titulacién del virus contenido en el cerebro.

Para comprobar si cl animal se encontraba en perfectas condictones, se
lleva a cabo la autopsia completa, y los resultados de la misma sc anotan e
incorporan al protocolo de la preparacién de la vacuna.

FIG. 4. ASPECTO DEL CRANEQ DESPUES DE ABIERTO Y DE HABER RETIRADO LA BOVEDA

Fre = s

Pruebas de esterilidad y de virulencia

En condiciones asépticas se cortan porciones de la cortexa y de los
pedineculos cerehrales ¥ se siembran en caldo de cultivo contenido en tubos
ordinarios y en tubos de Hall para la prueba aerdébica y anaerdbica, res-
pectivamente. Fstos cultivos se conservan por un perfodo de ocho dias a la
temperatura de 37°C, al mismo tiempo que se lleva a cabo una titulacion
para controlar la virulencia de acuerdo con lo indicado anteriormente, ¢ sea
inoculando conejos intracerebralmente con diluciones crecientes de la
suspensidn de tejido cerebral,

Preparacién de la vacuna

La vacuna se prepara con los cerebros de carnero gque se han conservado
a ung femperaturg de —25°C por no mds de un mes, 8¢ sacan del refrigera-
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dor en los envases respectivos y se deshielan rédpidamente en un bafio de
agua a 37°C, hecho lo cual cada cerebro se pesa por separado y se tritura.
Para ello se emplea una licuadora de Waring, que se enfria dentro de una
camisa que contiene hielo machacado. Se colocan en el aparato dos cerebros
al mismo tiempo, o sea unos 160 g. Con el motor a toda velocidad y sin
anadir liquido alguno, la operacién de trituracién sc completa en un periodo

FIG. 5. EXTRACCION DEL CEREBRO DE CARNERO

A la izquierda—Caja de Petri estéril donde se conservarg
¢l cerclro a bajs temperatura,

de cuatro minutos, Entonces se afiade una pequefia cantidad de solucién
fisioldgica esterilizada ¥ se deja en marcha la licuadora por otros tres mi-
nutos para homogenizar el producto, conseguido lo cual se toman muestras
pars, [ag pruchas de csterilidad y se hace a dilucién definitiva en frascos de
pyrex de cinco litros de capacidad,

El solvente es una solucidn salina fisioldgica estéril que se fenoliza en el
momento que se va a emplear. Para ello se disuelve fenol puro en una
solueidn salina fisioldgica & una concentracidn de 5 % y se diluye inmediata-
mente antes de emplearla en la proporeién necesaria para obtener la con-
centracidn final de la vacuna que se desee. Las cantidades se calculan de
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acuerdo con el peso de los cerebros como gigue:

Cerebrode carnero. . ... .............. . .. 1g.
Solucién salina fisioldgica estéril.......... ... ......... 16 ec.c.
5% de fenol en solucidn salina fisioldgica, .............. 4 c.c.

Esta suspensién se agita ¥ luego se deja reposar por 24 horas en una
estufa a 22°C. Al sacarla de alli se la envasa inmediatamente en ampollas
de 5 c.c. de capacidad. Es esencial que la suspensién sea absolutamente
homogénea a fin de que cada ampolla contengs exactamente la misma
cantidad de vacuna, Para ello es necesario agitarla durante el proceso de lle-
nar lag ampollas, lo que se consigue mediante ¢l empleo de adaptadores espe-
ciales y del eje giratorio de un turboagitador eléctrico. El eje giratorio, de
acero Inoxidable (de alrededor de 35 em. de longitud}, la turbina ¥ ¢l adapta-
dor pueden separarse del motor para esterilizarlos previamente. El turboagi-
tador tiene la ventuja sobre los agiladores corrientes de hacer posible una
mayor homogenizacidn de la mezela sin producir espuma. De este modo se
pueden envasar cantidades ilimitadas de vacuna en las ampollas con la
certeza de una riguross homogencidad y, en consecuencia, de una dosis
precisa (fig. 6).

Las ampollas de vacuna sc conservat, &l menos por unag semana, & ung
temperatura comprendida entre +2°C y +5°C antes de enviarlas a empa-
quetar. Durante este petfodo minimo de almacenaje se completa la inactiva-
cidn del virus v sc lleva a cabo la comprobacidén final de la vacuna.

Comprobactén final de la vacuna

Antes de la distribucién para su uso, la vacuna es objeto de lag pruebas
siguientes: .

(1) Prueba de esterilidad, descrita ya.

(2) Prucha de mactivacién, mediante inoculacién infracerebral en el
conejo,

(3) Prueba de potencia. Esta puede hacerse, bien por el método de
Habel (véanse las secciones 11 y 12, pdginas 116 v 120) o por medio de la
prueba de control en conejos, como indican Béguignon y Vialat (scecidn
14, p. 130). Un conejo que pese 2 kg, se vacuna subcutdneamente por 10
dias consecutivos con una dosis de 2 c.c. diarios. Al eabo de treinta dias el
conejo debe estar a salvo de los efectos de una inoculacion intracerchral de
una dilueidn de virus fijo al 1:10.000.

“Ademés de estas ecomprobaciones, muestras de la vacuna se someten a
otras comprobaciones consistentes en una estimacién del extracto seco y
del fenol, asi como en la determinacién del pH.
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Periodo de empleo

La vacuna se puede usar por un peripdo de cinco meses a contar del
momento de su distribucién, siempre y cuando se mantenga a una termpera-

FIG. 6. EMVASE DE

LA YACUMA ANTIRRABICA

R—

b o .
Obsérvese que el turhoagitador, sumergido en la suspensién de vacuna,
mantiene la dispersion del virus durante el envase

tura comprendida entre 2°C y 5°C por todo el perfodo. 8i no se puede
contar con almacenaje 8 baja temperatura el periodo de validez se reduce a
dos o tres meses, de acuerdo con cl clima de la regidn a que se destina,

La vacuna fenolizada no se debe congelar en ningin momento, ya sea
durante su preparacidn o durante su almacenaje.
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Modo de empleo

La vacuna se envasa en cajas de 20 ampollas de 5 c.c. cada una, lote que
proporelona un iratamiento completo. En caso de mordeduras graves, o en
la cara, se recomienda un tratamiento de 30 inyecciones v no de 20, que es
el tratamiento estindar. Tratdndose de nifios menores de 10 afios €] volumen
de las inyecciones de vacuna se reduce a la mitad.

B. VACUNA DE CEREBRO DE CONEJO:

METODO RECOMENDADO PARA CUMPLIR CON LOS
REQUISITOS DE LOS INSTITUTOS NACIONALES DE
HIGIENE DE LOS ESTADOS UNIDOS*

Se recomienda el signiente método para cumplir con los requisitos de los
Institutos Nacionales de Higiene (INH) de los Estadoes Unidos,' En g pre-
paracion de la vacuna, especialmente para uso veterinario, se pueden em-
plear, v se emplean, caballos, carneros y cabras, en lugar de concjos (véase
la seccidn G (A), pdgina 77).

Formula de la vacuna

La vacuna consta de virus rdbico fijo inactivado, al 20%, en solucién
galina con tope de fosfato (pH7), fenol al ,25% ¥y 1:10.000) de tiomersol
{mertiolato). Las estipulaciones del INH, para la vacuna de uso humano,
estableeen que cada dosis de vacuna contenga no menos de 2,0 c.c. de una
suspensidn al 5% de cerebro, o su equivalente en otra concentracidn. La
dosis de una suspension al 20 % serd, por lo tanto, de 0,6 c.c. Ademas de la
concentracidn final de (,26% de fenol, se puede usar como preservativo
borato de fenilmercurio al 1:12.500 ¢ tiomersol al 1:10.000. La concentra-
cién final del fenol no debe exceder de 0,25 % cn las vacunas que contengan
10% & menos de tejido cerebral y no debe pasar de 0,4 % en las vacunas que
contengan mds de 10% de tejido cerebral.

Cepa de virus rdbico

Sc pucde emplear la cepa Pitman-Moore? u otra cepa adecuada de virus
fjo que haya dado resultados satisfactorios exn la préictica.

* El método sc basa en los resultados obtenidos en la produceidn en gran escala, de
los laboratorios de log Estados Unidos.
! United States National Tnstituts of Health (19583) Meindmum requirements:
rabies vaccine, 3vd rev, Bethesda, Md. A

* Los Inboratorios nacionales la pueden ohtener solicitdudols directamente a la
Organizacién Mundial de la Salud, Giunebra, Suiza, o ala Oficina Sanitaria Pan-
americanya, Washington, . C., E. U. A
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Conservacidén de lo cepa de virus

El pase del virus para la produceién de vacuna se hace siempre por
cercbro de conejo. La semilla de virus se emplea por un tiempo conveniente
{generalmente no més de tres meses), mientras mantengs toda su potencia,
demostrada por titulacidn en el ratdn. La suspensién de virus al 25% en
agua destilada con tope de fosfato (pII 7) se congela rdpidamente y =e
conserva, de preferencia, en una caja de CO, a —70°C o por lo menos in-
ferior a —15°C., _

El virus semilla debe poseer la suficiente potencia para matar todos los
ratones que se Inyecten por via intracerebral con 0,03 ¢.c. de una suspension
de cerebro de conejo a una dilucién no menor de 10-5,

La pureza de la cepa de virus se comprucha periddicamente mediante
titulacién en ratén, por la neutralizacion de suero antirrdbico hiperinmune
especifico, cuya capacidad para proteger contra el virus de la calle se haya
demostrado (véase scccidn 18, pdgina 145).

Preparacidn de la suspensidn de wirus semilla al 86 %

Los cerebros infectados de rabia se pesan y emulsionan en tres paries de
agus destilada estabilizada (pH 7). La emulsidn se hace en tres minutos en
una licuadora Waring pequeiia (200 c.c. de capacidad}; se colocan porciones
de a 1 c.c. en ampolletas de 5 c.c. de capacidad, se cierran, sc congelan rapi-
damentie en hielo seco y aleohol y se conservan de preferencia a la tempera-
tura de hielo seco {—70°C), pero por lo menos inferior a —15°C.

Esterilidad

Se inoculan 0,5 c.c. de la suspensidn de virus al 25 %, en dos tubos, que
contengan 30 c.c. de tioglicolato de sodio o cualquier otro medio adecuado.
La prucha de esterilidad dura 14 dias, incluyendo un subcultive que se
ineuba por siete dizs (véase la pigina 92).

Tetulacidn del virus

Sc deben hacer por le menos dos titulaciones intracerebrales en ratén a
diluctones 1078, 10-% v 107, Kl perfodo de prueba es de eatoree dias y todos
los ratones que reciben la dilucién de 10~ deben morir.

M étodo de tnoculacidén

De la suspension al 25% de virus semilla se hace una dilucidn final
al 1:1.000 en suero normal, al 2%, en agua destilada. El virus diluido
se centrifuga en una centrifugadora angular (aproximadamente 1.000 g)
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por 15 minutos, ¥ el liquido sobrenadante se emplea como indeulo. Cada dia
ge hace una nueva dilucién para la inoculacién y se prueba su esterilidad en
un medio de tioglicolato.

Los conejos, que han de ser sanos y pesar de tres a cuatro kilos, se sujetan
firmermente y se les inyectan 0,2 c.c. del indeulo, eon una jeringa de 2 e.c.
v agujas de calibre 23 y 3% de pulgada (0,65 mm. X 1 cm.), a través de una
puncién hecha en ¢l erdnec a 1,5 em. del dngulo externo del ojo. Bsto se
hace generalmente en el hemisferio dercho dnicamente, aunque se pueden
hacer dos inoeulaciones de 0,05 c.c. en cada uno de los dos hemisferios.
Para hacer la puncidén se puede utilizar una lezna de acero inoxidable o un
perforador (véanse lag figs. 1 v 2).

Fvolucion de la enfermedad en los eonejos

Al cuarto dia los conejos muestran signos marcados de parilisis que
progresan rapidamente hasla llegar a una parélisis compleia en el quinto
dia. (a veces cn el sexto).

Sacrificio de los congjos

Los conejos moribundos que hayan mostrado sintomas de rabia por lo
menos durante 24 horas y estén completamente paralizados, salvo los
miuisculos tordeicos, se sacrifican por inyeccidn intravenosa de aire, de 10
¢.c., en la vena margingl de Ja oreja. La muerte sobreviene en uno o dos
minutos. Para la produccién de vacuna se emplea solamentie el cerebro de
los conejos recién sacrificados. No se utilizan animales muertos de rabia o
de otras causas.

Autopsia

Después de la extraceidn de los cerebros, se hace la autopsia, con el fin
de evitar el uso de concjos inapropiados. No s¢ deben utilizar los cerebros
de los conejos que presentan coccidiosis en cualquier parte del cuerpo, por
la. posibilidad de que la causa de la pardlisis haya sido la coecidiosis y no
la rabia. Se debe llevar un registro del resultado de todas las autopsias.

Cosecho de cerebros

Se bafa el conejo con creolina u otra solucidn antiséptica adecuada. Los
conejos se decapitan lo mas cerca posible de los hombros; la cabeza, bien
asegurada en un soporte especial, se pinta con tintura de yodo y luego se
llevu al “cuarto estéril” donde se hace la extraccidn del cerebro.

Se corta la piel a lo largo de la linea media de la cabeza y se separa a
ambos lados para deseubrir la béveda del erdneo, que se lava con yvodo
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FIG. 1. EMPLEO DEL PUNZOM EN LA INQCULACION INTRACEREBRAL

cortesta del Dr. B Pm%?;ez—Ga.Hm'do, Madrid

FiG, 2. METODO DE INOCULACION INTRACEREBRAL

=
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usando un pequefic frasco gotero. Con un par de cizallas se corta la béveda
crancana ¥ cl cerebro se traslada, con tijeras y pinzas estériles, a un reci-
piente estéril. Se torna una muestra de cerebro con una torunda estéril y se
mocula un tubo de 15 c.c. de tioglicolato, para hacer una prueba de esteri-
lidad. Los ccrebros se conservan a —15°C., y de preferencia a menor tem-
peratura, hasta ¢l momento en que se va a hacer la vacuna. Los que mues-
tren contaminacion bacteriana ze descartan.

Preparacion de la Vacuna: Suspension al 40%

Emulsion

Los cerebros congelados se pesan y se colocan en un frasco Erlenmcyer
de 2 litros para hacer una suspension al 40 % en una solucion de cloruro de
godio estabilizada y estéril que contenga suficiente fenol para dar una con-
eentracién final de 0,5 % (véase “Diluyente” a continuacién). Después que
los cerebros se descongelan, sc agita el frasco a mano hasta que se deshacen,
Esta emulsidn parcial se transfiere a un moline coloidal Eppenbach (regu-
lado al 22 6 24). La emulsién se completa en un solo pase por ¢l molino, Se
puede emplear también una licuadora Waring u otro emulsificador ade-
cuado, teniendo cuidado de evitar que el aparato genere calor durante su
funcionamicnto. Bastan, generalmente, dos o tres minutos para que la
licuadora Waring emulsione los cerebros adecuadamente, Para prevenir el
sobrecalentamiento, el recipiente se debe cubrir con una camiseta de hielo
picado ¥ sal.

Diluyente

(@) Solucién de cloruro de sodio estabilizada con fosfato: se prepara Ja
solucidn con dos partes de M /10 Na,HIPQ, vy una parte de M /10 KH,PO, .

A una porcién de csta solucién se le agregan cuatro partes de 0,85% de
NaCl al pH 7,0, :

{b)} Para hacer una concentracién de tejido al 40 % que contenga 0,5%
de fenol, se agrega a la solucidn salina cstabilizada con fosfato 0,68 % de
fenol al 90% (esto es suficiente para el volumen de cerebro emulsionado).
La suspensién al 40% se hace por peso agregando el volumen necesario de
diluyente, de acuerdo con ¢l peso de ecrebro,

Nota: Después de agregar el fenol, se debe tener gran euidado.en no
congelar la suspensién de tejido cerebral, va sea la concentracidn de 40%
o0 la dilucién final. La congelacidn de la suspensidn fenolizada destruye su
antigenicidad. :
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Tttulo del fordo comidn de cerebro anles de la ineubacidn

Se pesa una muestra de la suspensién de tejido al 40% (por el aire in-
corporado por aceion del moline), se diluye inmediatamente y se tilula en
ratones de 16 a 20 g. Se inyectan intracerebralmente diluciones de 1079,
1077 v 1075 del tcjido cerebral y el titulo (DLge) debe ser por lo menos de
10~ para el cdleulo (véase seecidn 11, pdg. 117),

Ineubacidn

La vacuna emulsionada, con un contenido de 0,5% de fenol, sc pone en
hafio de Maria a 37°C. por una hora y luego se Heva a la incubadora a
37°C. por 72 a 76 horas. (Se emplea el ticmpo mayor, & la prueba preli-
minar de inocuidad no es satisfactoria). Durante todo el tiempo que la
vacuna permanece en la incubadora se agita mecgnicamente.

Nota: El tiempo que se requiere para la inactivacién en la incubadora
vaifa con las diferentes cepas de virus, asf come con el método que sc emplea
para la emulsidn del tejido cerebral (finura de las particulas). El tiempo que
se requiere en cada caso se debe determinar en eada laboratorio mediante
pruebas experimentales, esto es, por inoculacidn intracerebral de ratones
con la suspension, a intervalos de seis horas o menos de incubacién.

Dilucion de la vacuna al 20%

La vacuna al 40% sc diluye en un volumen idéntico de solucidn salina
estabilizada estéril que contenga 1:5.000 de tiomersol, para tener un pro-
ducto final con 20 % de tejido, 0,25 % de fenol y 1:10.000 de tiomersol.

La vacuna diluida se [iltra a través de varias capas de gasa o por un
filtro de seda, eon el fin de separar cualquier particula de tejido cerebral
" que no haya sido triturada. Para la manipulacién resulta conveniente un
volumen de dos litros. Il producto se somete a las pruebas de inocuidad y
esterilidad que se describen a continuacién, y se almacena a una temperatura
de 4° a 6°C.

Esterilizacton

Se hace una prueba de csterilidad de la vacuna final en medio de tioglico-
lato de sodio o cualquier otro medio estaAndard. De cada envase se toman 10
¢.c. de vacuna que se dividen en tres porciones y sc inoeulan en tres botellas
que contienen 225 c.e. de medio; sc mezela Ia pruebs v se coloca en una
incubadora a 31° ¢ 32°C. L] medio se mezcla cuidadosatnente después de
48 horas de incubacién. Las pruebas se observan diariamente por siete dias
para ver el crecimiento bacteriano. Al fin de los siete dias se mezcla el
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contenido de las botellas cuidadosamente y 1 c.c. de cada botella se inocula
en tubos que conticnen 40 ¢.c. de medio de tioglicolato de soda fresco. Las
botellas originales ¥ los subeultivos s¢ incuban por siete dias méds. A ecual-
quier vacuna que muestre contaminaeién se le repite la prueba, usando para
este objeto doble volumen.

Prueba de inocuidad

Inmediatamente después de la dilucién y en el momento de hacer 1
prueba de esterilidad se toman 2 c¢.¢. de la muestra para inoculacién intra-
cerchral de cinco ratones con una dosis de 0,03 c.e. Por lo menos tres de
cada cinco ratones deben sobrevivir sin mostrar sintomas de rabia.

Lote final

Se hace la mezcla final después de haber terminado la prueba preliminar
de inocuidad o después de la reincubacién de la vacuna a 26°C, en caso de
que por lo menos tres de los ratones no scbrevivan a Ja prueba preliminar de
inocuidad. Los lotes se mezelan en una botella de tamaio adecuado para
poder llenar [as ampolletas.

Se toman muestras para las pruebas siguientes:

Pruebas analificas

Una muestra de la vacuna final se reincuba por 24 horas a 37°C para
ascgurar la muerte del virug y luego se determina el total de sélidos: de
fenol, de pIT y de tiomersol.

Esterilidad

BEsta. prueba se hace en la forma deserita en cl subtitulo “Esterilizacion”,
pagina 92.

Inocuidad

Se emplean por lo menos dos concjos y dos ratones. A cada conejo se le
inyectan intracerebralmente cuando menos 0,25 ¢.c. ¥ a cada ratén (con un
peso de 18 a 20 g.) 0,05 c.c. de vacuna que no contenga menos de 5% de
tejido cerebral. A todos los animales se les observa por un periodo minimo
de catoree dias, durante los cuales deben permanecer libres de sintomas de
rabia fija o dec otras enfermedades del sisterna nervioso.
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Estandardizacion final para cumplir con los requisitos del INH

Potencia: (véase scecidn 13, pAgina 121).

TInocuided: Se hace una prueba de inocuidad del contenido del reci-
piente final seleccionando al azar un frasco de cada lote o de cada porcidn
de lote. La inycceidn parenteral de 0,5 c.c. de una suspensién de cerebro al
5% o su equivalente en ratones de un peso aproximado de 20 gr. cada uno,
¥ 5,0 c.c. en cobayos de un peso aproximado de 350 gr. cada uno, no debe
producir ni sintomas significativos ni la muerte. Se deben usar por lo menos
dosz animales de cada especic y el periodo dc observacion no debe ser menor
de siete dias.

Fecha

El perfodo de expiracién no debe pasar de seis meses desde la fecha de
preparacidn o salida del producto. Para estos efectos sc debe tomar en
cuenta la fecha en que la vacuna pasé satisfactoriamente la prucha de po-
tencia. La fecha de salida puede ser tres meses después de la fecha de pro-
duccidn. El producto se almacena todo el tiempo a temperaturas de 2° 2 5°C.
Se ha de evitar la congelaciton de la suspensién fenolada,
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VACUNA IRRADIADA CON LUZ ULTRAVIOLETA

Principios y Métodos

Desde hace varios afios se conoce el poder de la irradiacién de la energfa
ultravioleta (UV) para producir la esterilizacidn de las bacterias; pero son
mucho mds recientes los conocimientos sobre la efectividad, como vacunas,
de los antigenos microbioldgicos inactivados por tales rayos.

La energia TTV tiene poca capacidad de penetracion de lag substancias
bioldgicas, porque es absorbida rdpidamente. Por lo tanto, para asegurar
una irradiacién cficaz, ¢l material que se va a someter a log rayos UV se
debe irradiar en una capa muy fina. El empleo actual de vacuna antirrdbica
irradiada con rayos UV no ha sido posible hasta que se ha inventudo un
aparato que permite la exposicion de una capa finisima. Tumbién se sube
gque a meidida gue aumenta la cantidad de energia UV absorbida por
material bioldgico, aumentan también los cambios quimicos de la subs-
tancia, de manera que la inactivacion se debe hacer en el periodo de exposi-
cidn méds corto posible, pues de lo contrario se desintegra el antigeno. La
accidn bioldgica de la irradiacidn UV en los virus es practicamcnte instan-
tdnea, ¥ una vez que esta accién inmediata ha tenido efecto, no se produce
ninguna otra. No existen pruebas de que en el proceso de irradiacién se
formen subproductos secundarios que puedan ser luego perjudiciales para
cl antigeno.

Ademis de la necesidad de controlar la duracidn de la exposicién y de
que e] material sea irradiado en capa delgada, en la priactica, la produceidn
de grandes cantidades de vacuna exige que el aparato empleado permita
gue la suspension del antigeno cireule continuamente a través del equipo.
Aunque ¢l cuarzo es'un buen conductor de energia UV y se ha empleado
frecuentemente en la fabricacidn de varias clascs de recipientes para la
irradiacién del antigeno, en general, los aparatos disefiados para eliminar la
penctracion de los rayos UV a través del cuarzo dan una irradiacidn més
efectiva. Olra de las condiciones que debe reunir un aparato prictico de
irradiacién cs la facilidad de manejo y la disponibilidad de una fuente sen-
cilla y econdmics de rayos ultravicleta.

* Colaboracién de Karl Habel, Jefe, Laboratorio de lnfermedades lnfecciosas,
Instituto Nacional de Mierobiologia, Servicio de Salud I’dblica, Bethesda, Mary-
land, E. U, A.
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Aparatos

Se han diseflado varios tipog de aparatos que, de una u otra forma,
recogen los principios ya mencionados. En los Tistados Unidos de América

FIG. 1. APARATO DE IRRADIACION, DE FLUIJG CONTINUQ
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Se esld cmpleando una solucién colorante para {ines de demostracidn.

se venden dos tipos, y ambos han dado resultados salisfactorios en la pro-
duceidn de una vacuna antirrdbica potente. El aparato “Dill”! emplea un
tubo germicida estindard de alta energia; es de larga duracidn, se obtiene
facilmente y resulta relativamente barato. El aparato “Oppenheimer-
Kettering’™ requiere un tubo especial, muy eficiente, que es mdis costoso.

! Irradiador Dill, J. J. Dill Company, 1302 Bixby Tload, Kalamazon, Michigan,
E. U.A.

? Irradiador de UY Oppenheimer-Kettering, Michael Reese Research Foundation,
29th Street und Ellis Ave., Chicago, I IE. T, A,

5
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Sin embargo, la construccién de un tipo de aparato, del que el de Dill
no es mis que una modificacién, sc puede hacer en cualquier taller mecénico
moderno con materiales bisicos, fdciles de obtener y no muy caros. El
modelo construido en cl taller, que se emplea en nuestro laboratorio, consta
de un tubo largo de vidrio 0 de metal, & ser posible de acero inoxidable,
pars que la superficie inferior sobre la que pasa la suspensidn de virus sea
lisa v facil de limpiar.

FIG. 2. ENTRADA DEL APARATO DE IRRADIACION UY

Este tubo es de un didmetro tal, que, al suspender en el centro un foco
germicida, queda un espacio libre de un centimetro entre éste y la pared
interior. El tubo estd construido de forma que puede deslizarse fdcilmente
dentro de otro més fuerte, de latdn, montado en ambos extremos en co-
jinetes. Estos tubos se deben hacer girar a una velocidad de 500 a 1.000
_revoluciones por minuto {r.p.m.), para lo que se necesila la correspondiente
fuerza motriz. Esta se puede aplicar con un engranaje o uns correa, pero en
nucstro aparato se logra en forma bastante sencilla, haciendo que el tubo
exterior de latén sirva de armadura a un pequefio motor de corriente alterna,
del tipo de los empleados en los ventiladores eléctricos. En la produceion
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en gran escala, el funcionamiento continuado puede ccasionar el recalen-
tamiento del tubo.

En el extremo de salida del tubo giratorio se ajusta una taza de recolee-
cidn, de discfio conveniente, para recibir la vacuna que sale del aparato.
El tubo giratorio se sostiene en un 4ngulo de 20° por medio de un marco al
que se fijan las conexiones del tubo UV, La suspension de virus se introduce

FIG. 3. SALIDA DEL APARATO DE IRRADIACIOM UV

con una aguja de calibre 16 (1,65 mm) en la superficie interna del tubo
giratorio ¢entral, donde se distribuye inmediatamente en una pelicula de 1
mm de espesor, aproximadamente, que se extiende a lo largo del tubo.
De esta manera, la peliculs estd continuamente expuesta a la luz UV y se
recoge en la extremidad opuesta medianle una conexién cerrada. La sus-
pensién de virus se deposita en una burcta o un fraseo invertido conectados
2 la aguja de ingreso por medio de un tubo de caucho con una valvula para
regular la velocidad de pasaje® (figs. 1 a 3).

8 Los planog de este aﬁmaﬁo ze pueden solicitar del autor en el National Institutes
of Health, Betheada 14, Maryland, E. U. A,
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El tubo germicida cmpleado en este aparato es de 30 vatios y de 36
pulgadas de largo. N

A las velocidades de flujo necesarias para una exposicion adecuada en
este tipo de aparato, hay poca oportunidad para que el calor del tubo
UV sea absorbido por la emulsion circulante. La temperatura de la emulsidn
s6lo aumenta de 1 a 2°C duranie el recorrido de acucrdo con el registro ter-
moeléetrico. Sin embargo, cuando se irradien lotes grandes de emulsidn
{m4s de 500 c.c.) sc debe comprobar el posible calentamiento del aparato.

Estandardizaeion del Aparato

Desde un punto de vista prictico, la tinica estandardizacién neceesaria es
la determinacion de la irradiacién minima (o velocidad de circulacién
méxima) necesaria para inactivar la emulsion palrén de virus rdbico
empleada en la produccidén de vacuna. In el aparato descrito, un solo pase,
a las siguientes velocidades de cireulacién, dehe producir una exposicidn
que varie entre la total inactivacidn del virus y un grado en que éste sc
encuentre todavia vivo:

50 c.c. por minuto
100 c.c. por minuto
200 e.c. por minuto
400 ¢.c. por minuto

8i se desca determinar con exactitud el tiempo do exposicion, éste se
puede calcular averiguando previamente el volumen de material que se
encuentra dentro del tubo giratorio, en un momento dado. Un método sen-
cillo de detcrminar este volumen consiste en introducir un colorante en la
entrada del tubo mientras esté pasando la emulsidn de prueba. La recolec-
cién de Ia muestra sc debe iniciar en el momento preciso de introducir el
colorante v suspenderse cuando éste aparezea en la extremidad de salida.
Fl volumen de esta rouestra es aproximadamente igual al del tubo giratorio,
Cuando se conoce éste, el volumen total de una prueba y el tiempo total de
la operacién, se puede calcular el tiempo de la irradiacién con la férmula
siguiente:

Capacidad del tubo (ee) X tiempo total (minutos)
volumen total (¢.c.)

= tiempo de irradiacién (minutos)

Ung vez determinada la irradiacién minima que regularmente produce la
inactivacién del virus, se debe regular la velocidad de circulacién en forma
que, en la produccién normal, se duplique la exposicién. Esto da un margen
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conveniente de seguridad que sobrepasa el punto de mera inactivacidn del
virus, pero queda dentro dc los limites més alld de los cuales se puede
destruir el antigeno y perder la potencia de la vacuna. Se ha comprobado
que se requiere sobrepasar cinco veces el periodo de inactivacién minimo
antes de producir un marcado descenso de la potencia antigénica.

Suspensién del Virus

Todos los factorcs importantes en Ia produccién de vacuna antirrdbica,
por cualquier otro método de inactivacidn, tienen igual Importancia con
respecto al material que se va a irradiar. El titulo del virus de la emulsidn
original debe ser lo mds alto posible, pero las variaciones de hasta un
logaritmo no cambian apreciablemente el tiempo necesario de exposicidn.
Como la Iuz TV no penetra los materiales bicldgicos hasta una profundidad
apreciable, ¢s muy importante que la suspensidn ses uniformemente fina.
Para asegurar esto, es conveniente filtrar la emulsién a través de varias
capas de gasa estéril o a través de un colador de alambre.

Con el equipo de irradiacidn se emplea, generalmente, una suspensién
total de 5% de tejido nervioso virulento, pero no se presentan dificultades
en la inactivacién de suspensiones hasta un 10% de concentracién.

Preservacidon y almacenamienio de lo vacuna trradiada

Si la vacuna irradiada se va a conservar en forma liquida antes de em-
plearla, se le debe agregar un preservativo quimico. Il tiomersal (mertio-
lato}, en dilucidn de 1 por 8.000, o el fenol al 0,25 %, parecen ser superiores
a la formalina. La vacuna irradiada se puede mantener en congelacién o
desecada en estado de congelacidn, porque no contiene ninguna substancis
que afecte al antigeno. Este dltimo proceso de liofilizacidn produce una in-
mediata reduccién del poder inmunizante, pero la vacuna conserva esta

' potencia indefinidamente si se ha desecado suficientemente.

Prucha de la vacuna irradiada

La vacuna irradiada se debe someter a las pruebas de esterilidad, de
seguridad y de potencia, lo mismo que cualquier ofro tipo de vacuna an-
tirrdbica inactivada.

En términos generales, se ha comprobado que se pueden hacer vacunas
de alta potencia de una manera mis constante por el método de irradiacién
que por cualquicr otro método de inactivacién. Hasta la fecha no existen
pruebas de que la incidencia de ¢omplicaciones postvacunales sea mayor con
el uso de vacuns irradiada que con cualquier otro tipo de vacuna.

4G
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Desarrollo de wna operacidn de irradiacion

(1) El tubo interior se limpia eon jabdn o solucién detergente, se enjuaga
cuidadosamente y se limpia con éter.

(2) Se monts ¢l aparato y sc coloca la ldmpara UV dentro del tubo,
asegurando sus conexiones,

{3) La taza de recoleceidn, esterilizada cn el autoclave, sc econecta con el
aparato ¥, por medio de un tubo de eaucho esterilizado, con el frasco
recolector.

{4) Dos depdsitos, uno con agua destilada estéril y el otro con emulsidn
de virus, se conectan por medio de un tubo en forma de Y’ con el tubo de
caucho que, a través de una vilvula reguladora, va a la aguja de ingreso.

(5) Seajusta y se fijala aguja de ingreso en forma que oriente la ermulsién
hacia la superficie interna del tubo givatorio.

(6) Se cnciende la Mampara UV durante 5 minctos para csterilizar el
interior del tubo giratorio, después de poner en marcha ¢l motor.

(7) Se hace circular el agua destilada para humedecer el tubo, y se regula
el flujo a la velocidad deseada.

(8) Se suspende la corriente de agua destilada y se inicia el paso de la
emulsidn de virus, Hay que comprobar nuevamente la, velocidad de cireula-
cidén, Tan pronto como aparezea la emulsidn en el extremo de salida, se
conecta un nuevo frasco colector y se comienza a contar el tiempo que dura
la operacién. Hay que observa la hora, al final de la operacién, y medir el
volumen de la emulsidn recogida.
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YVACUNA DE EMBRION DE POLLO

En la actualidad se emplean, para la produccién de las vacunas antirri-
hicas que se utilizan en la inmunizacidén profilictica del perro, las cepas de
virus rabico Flury? v Kelev! adaptadas y modificadas en ¢l embridn de
pollo.® La vacuna preparada con la cepa de Flury sc emplea mundialmente
¥, por lo tanito, la descripeién del método de producecion se concretard
principalmente & esa vacuna, Sin embargo, los mistmos prineipios se aph-
cah a la preparacion de vacung antirrdbica en embridn de pollo con la cepa
de Kelev.

La cepa Flury para la vacuna canina representa de 40 a 50 pases del virus
por huevo. En ese grado de pases, el virus Flury conserva toda su virulencia
cuando se inyecta por via intracerebral en el ratén, ratas algodoneras,
hamsters y cobayos; sin embargo, afecta menos a los conejos, pues éstos son
més resistentes. Los hamslers, los ratones y las ratas algodoneras son sus-
ceptibles a la inyeccidn extraneural, pero los cobayos tienen mayor resis-
tencia. Por otra parte, el conejo y el perro no manifiestan signos de infeceion
a] ser inoculados por via intramuscular con suspensiones concentradas del
virus.

Se ha conseguido una mayor modificacién de la eepa Flury por medio de
continuos pases en huevo (180 pases), lo que se ha traducido en una menor
patogenicidad para los animales de experimentaeidn, a la ver que, al parecer,
se ha retenido la antigenicidad. Por ¢l momento se recomienda que la vacuna
de alto nimere de pases por huevo se use sélo para el ganado, ¥ la de hajo
nimero de pases, deserita en estas piginas, se emplee en perros y gatos.

La vacuna Kelev de embridn de polto representa de 60 a 70 pases del
virus por huevo, A este nivel, el virus no produce sintomas de infeccidn
en el hamsler, el cobayo o el conejo inoculados, yva sea por via extraneural
o intracersbral. En cambio log ratones lactantes son susceptibles a la
inoculacion intracerchral, Los perros inoculados por via intramuscular con
suspensiones conceniradas de virus no presentan signos de infeceidn,

* Colaboraciin de A. Komarov, Dirvector del Laboratorio del Estado para las
Enfermedades produeidas por Virus, Haifa, Israel.

¢ La Organizaciin Mundial de 1a Salud (Palais des Nations, Ginebra, SBuiza) pro-
poreionard muestras de estas cepas a Jos laboratorios nacionales gue lo soliciten:
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Preparacion del virus semalla

Sc prepara una suspensién al 60% de embridn inoculado con el pase
adecuado (Flury, de 40 a 50 y Kelev, de 60 & 70) y agua destilada; se hace
una prueba de potencia (véase la seccién 15, pdgina 1338) y se conserva en
forma congelada o deshidratada. Esto constituyve el material de semilla.
Inmediatamente antes de utilizarlo, se prepara una suspensién al 20%
del material en aguu destilada y se prueba lu viabilidad del virus como sigue:

Se inoculan secis ratones por via intracerchral con 0,03 e.c. de una dilucién
107! del material de semilla (hay que emplear una jerings de tuberculina
de 0,25 c.e. con una aguja de un cuarto de pulgada y de calibre 27 (0,40
mm, X 6 mm.}. 8i el material de inoculacién contiene virus activo, los
ratones enfermerdn a los 6 u 8 dias. 51 los ratones contintian satnos al noveno
dia, sc deben descartar los huevos inoculados.

En el caso de la cepa Kelev, la prueba de viahilidad debe efectuarse en
ratones lactantes.

Tnoculacidn de los huevos

El ntimero de huevos que se deben inocular depende de la cantidad de
vacuna que se desee preparar y de las facilidades de almacenamiento. En
la produceidn en gran escala, el rendimiento medio es de 4 a 6 dosis para
perro por embrién. La mortalidad de los embriones producida por causas no
especificas no excede gencralmente de un 15 %.

Se emplean huevos fériiles de pollo con 7 dias de imeubacidn., Es mis
conveniente obtener los huevos fértiles incubados en un eriadere comereial
¥ Hevarlos al laboratorio un dia antes de la inoculacidn. Al séptimeo dia
después de la inoculacion se examinan los hueves en el ovoscopio. Los
hucvos no fecundados, los que contengan embriones muertos o débiles
(vascularizacidn deficiente, movimientos lentos), asi como los que presentan
desplazamicnto de la cdmara de aire, deben descartarse. Durante el examen
del huevo se marean con un ldpiz los limites de la cdmara de aire; todos los
huevos examinados se colocan cn una bandeja, con la cdmary de aire hacia
arriba (las bandejas de cartdn que se emplean comercialmente para huevos,
sirven muy bien para este objeto). La cdscara se pinta encima de la cdmara
de aire con alcohol al 70 %, y se pasa rdpidamente por la llama.

La vdscara se corta en eruz con un disco de carborundum, accionado por
un motor giratorio, o se perfora, con una fresa de dentista, en el contro
de la parte alta de la cAmara de aire. 8ino se disponc de este tipo de instru-
menio, se debe perforar la cdseara en ¢l punte indicade con un instrumento
punzante (véase la fig. 1).
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Los huevos se inoculan en el saco vitelino con 0,25 c.c. de la suspensién,
al 20 %, del material de semilla, cimpleando una jeringa con aguja de 24 a
1 pulgada de largo y calibre 19 6 20 (6-25 mun X 0,90-1,10 mm). La jeringa
se llena de indeulo ¥ se sostiene con la mano derecha paralelamente a la
supcrficie de la mesa; con la izquierda se toma un huevo de la bandeja v
se aujety paralelo a la mesa ¥ en linea con la jeringa, con la cxtremidad
roma dirigida hacia ésta. Se introduce toda la jeringa en el huevo, a través
del orificio hecho en la cdscara, v se depositan 0,25 c.c. del indeulo (véase
fig. 2). Los huevos inoculados se vuelven a colocar en la bandeja v se tapa

FIG. 1. PERFORACION DE LA CAMARA DE AIRE

Por corlesia del D

la abertura de la cdscara con parafina y vaselina derretidas (dos tercics de
parafina y uno de vaselina) o con colodidn. Al terminar la moculacién, se
examina el material de semilla ¥ se somete a prueba la, esterilidad bacterial
del indculo.

Después de la inoculacidn sc ineuban los huevos a 36,5°C por espacio de
nueve a diez dias.

Closecha

Después del periodo de incubacidn, se cosechan dnicamente los embriones
vives. La yema, el saco, las memhranas y los liquidos embrionarios se
descartan.

Py
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FIG. 2, INOCULACION DEL SACO VITELINO DEL HUEVO EN POSICION HORIZONTAL

L4

For cortesta del Dr. F. Pérez-Gallardo, qurid
FIG, 3. SECCION DE LA CASCARA

E

Por cortesta del Dr. F. Pérez-Gallardo, Madrid
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Los huevos por cosechar se colocan en una handeja, se les pinta o atomlza
la edscara con aleohol al 70% y se pasan por la llama.

Los embriones vivos se cosechan por cualguiera de los métodos siguientes:

(@} Se corta la cdscara por encima de la cAmara de aire con una tijera
estéril de punias agudas (véase la fig. 3). A continuacidn, se rompe [a mem-
brana para descubrir el embridn. Con un gancho de alambre, provisto de
mango, se sujeta el emrién por el cuello y se saca hacia arriba lentamente,
El embrién sale del huevo dejando la yema y tejidos extraembrionarios.

FIG. 4, SEPARACION DEL EMBRION DE LAS MEMBRANAS

Por cortesia del Dr. I, Pérez-Gallardo, Madrid

También pueden utilizarse dos pinzas, levantando con una el embrién
de pollo y separando las membranas con la otra (véase la fig. 4).

(b) Las manos se cubren con guanies estériles de goma. Se rompe la
cascars de los huevos, en el medio, con un instrumento cortante estéril.
Hecho esto, se abre la cdscara con las manos enguantadas, vaciando el
contenido del huevo scbre una malla de alambre estéril. El liquido y la
yema pasan, a través de la malla, 4 un recipiente estéril colocado debajo de
la misma. Después, se toman los embriones pasindolos a un recipiente
apropiado.

Preparacion de la suspensidn de embriones

I.a cosecha de emhriones se coloca en un recipiente frio, tras haberlo
pesado. Se anota el peso total y se transfieren los embriones a una licuadora
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Waring enfriada. Se agrega a la licuadora una cantidad suficiente de agua
destilada fria (con 500 unidades de penicilina y 1 mg. de estreptomicina
por e.c., en los laboratorios en que se encuentre contaminacién) para pre-
parar una sugpensién de embridn al 33 %. Se trituran los embriones tres o
cuatro veces consecutivas, en cada una de ellas durante 3 minutos, y se
‘enfria la licuadora antes de cada trituracién.

Iista suspensidn sc filtra haciéndola pasar a un recipiente helado a
través de una gasa. La suspension de embridn se envasa en ampollas de 5
e.c. de manera que cada una contenga 3 c.c. de la suspensién de embrién
al 33 %, lo que equivale a una dosis canina. Se pueden separar doesis mul-
tiples sin awmentar el volumen del liquido, haciendo la suspensién de em-
brién al 66 %.

Vacuna desecada

La emulsién de embridn se deseca en estado de congelacidn. Una vez
desecads, se cierran las ampollas va sea al vacio o en un ambiente de nitré-
geno, y se conservan a 40°C. Iin nuestro laboratorio, el virus, después de
ser desecado con un aparato Edwards, tiene un titulo aproximado de 10-35
a 10—,

Prueba de tnocuidad

El material desecado se rehidrata y se inyecta 1 c.c. subcutdneamente
en 8 ratones. Por lo menos 7 de los 8 ratones deben sobrevivir un periodo
de observacion de 14 dias.

Prueba de potencia

Unyg cosa es el titulo del virus y otra la potencia de la vacuna. El titulo
puede ser solamente 1018 y sin embargo tener potencia la vacuna. Fsta no
debe salir del laboratorio sin haber pasado la prueba de potencia.

Koprowski deseribe una prueba de potencia para vacuna antirrdbica de
embrién de pollo (véase la seccidn 15, pagina 133). Esa prucba consiste en
la. inoculacidn intramuscular de cobayos con la vacuna, seguida, 21 dias
después, por la inoculacidn intramuscular de un reinfectante de virus de la
calle. Il virus para la prueba es una emulsién de glandulas salivales de perro
rabioso. Como paso preliminar, se efectda la titulacién del virus en cobayos
v para la reinfeccidn se emplea la dilucién mis alta del virus que haya
causado la muerte del 70 al 100 % de los animales testigos. En la prueba de
control se inoculan 10 cobayos con 0,25 c.c., cada uno, de una suspension
de vacuna antirrdbica de embridn de pollo al 5%, dejando 10 testigos.
Veintidn dias después de la vacunacion se inoculan los animales, por via
intramusecular, con 0,1 e.c. del virus de confrontacién, proveniente de
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gldndulas salivales de perro rabioso. Una vacuna de buena potencia pro-
tegerd al 70% de los cobayos vacunados.
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CONSIDERACIONES GENERALES

A pesar de que desde la época de Pasteur se reconoce la nececsidad de
determinar el poder inmunizante de las vacunas antirrdbicas y de que se
han hecho numerosgos trabajos de experimentacion con ese fin, la mayorfa de
los laboratorios que producen tales vacunas no han comenzado, hasta época
reciente, a probar sus productos en forma sistemética. En consecuencia,
cuando se contd con pruebas practicas de potencia, muchos laboratorios
se sorprendieron al comprobar que habian estado trabajando bajo un falso
sentido de seguridad, ya que las vacunas que por afios habjan estado
distribuyendo, preparadas de acuerdo con métodos de produceién hien
establecidos, tenian en realidad poea o ninguna capacidad inmunizante.
La caracteristica hoy bien conocida de los virus, inclusive de lag cepas de
virus ribico fijo, de cambiar sus propicdades al ser pasados por animales,
pone de manifiesto que los requisitos de hace 10 afios, sobre el empleo de
una cepa determinada para la preparacién de una vacuna potente, pudieran
carceer de valides en la actualidad.

Siempre ha sido dificil determinar el valor de las vacunas a base de los
resultados obtenidos en el hombre, debido a la falta de controles, al ndmero
relativamente reducido de casos humanos de rabia y a la imposibilidad de
tomar en consideracién todos los diversos factores que impiden establecer
comparaciones ¢ los casos de exposicidn humana al contagio. Méas atn, lo
(ue se necesita es evaluar la vacuna antes de destinarla al uso humano o
veterinario.

Parece ser que en la evaluacion de la prueba de potencia en las vacunas
antirrdbicas hay que tencr en cuenta, entre otras cosas, tres importantes
consideraciones: en primer término, el método de prusba debe evaluar
realmente la propiedad de la vacuna que determina su efectividad en la
profilaxis de la rabia en el hombre o en los animales. Utilizando un huésped
de zusceptibilidad natural, la prueba ideul consistiria en simular las condi-
ciones de exposicion natural y tratamiento preventivo acostumbrado. Ello
supondria, en el caso de las vacunas preparadas pars uso humano, el empleo
de virus de la calle inoculado por medio de una mordedura y seguido do
dosis diarias de vacuna. Fsto indudablemente no es practico, como tampoco
lo son las pruebas en que se administra la vacuua después de la inoculacién

* Colaboraciin de Karl Hubel, Jefe del Laboratorio de Enfermedades Infecciosas,
Inatituto Nacional de Microbiologia, Bethesda, Maryland, E. U. A.
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experimental del animal de prueba. Por lo tanto, en la maycria de las prue-
bas se requieren dosis multiples de vacuna (como se administra en el hom-
bre) seguidas de la reinfectacién con virus fijo por via intracerebral, por
ser éste un método de confrontacidn méas facil de estandardizacidn. Aungque
dista mucho de reproduecir las condicioncs cxactas de la exposicidn natural
y del empleo de la vacuna en la forma acostumbrada, se ha encontrado que
este método de pruebsa refleja la capacidad relativa de una vacuna para
servir de proteccidn en condiciones més naturales.

Fn una prueba de potencia cl scgundo factor en importancia es su prac-
ticabilidad: la facilidad con que se puede afectuar, la disponibilidad del
material que se emplea y el costo y tiempo que demanda. No todo labora-
torio puede obtener con facilidad un gran nimero de animales de experi-
mentacidn ni, quizds, soportar el costo de repetidas pruebas cuando los
animales son muy caros, Kl factor tismpo es también Importante, puesto
que la vacuna recién preparada se debe retener hasta que terminen las
pruchas de potencia, ¥ este ticmpe se reduce del periodo de efectividad.

El tercer factor, en orden de importancia, es la cstandardizacién del
método de prueba de manera que los resultados de uno y otro laboratorio
se puedan cornparar,

En esta Parle IIT s¢ describen detalladamente tipos de pruebas de po-
tencia para vacung antirdbica. Todos se pueden emplear para la evalua-
cién de vacunas, tanto para use humane como veterinario, aunque la prueba
con virus de calle en cobayos (véase la seccidn 15, pag. 133) estd destinada
especialmente para la vacuna de virus vivo producida para uso animal en
embriones de pollo.

La eleccidn de la prueba que se debe emplear en un laboratorio deter-
minado depende de la clase de Informacién que s¢ quiera obtener y de las
facilidades de que se disponga. Si el laboratorio tiene limitadas facilidades
para adguirir animales y sdlo desea determinar la potencia, o falta de
potencia, de sus vacunas, debe emplear la prucba mas sencilla como la
modificacién de la prueba de Habel en ratones (véase la seccién 12, pag.
120}. 81 sc disponse de medios v se desea hacer una evaluacién cuantitativa
de la pofencia, como comprobacion continua de la eficiencia de la produe-
cidn, estd indicado el empleo de una de las pruebas més estandardizadas.
La prusha original de Habel en ratones (seccion 11, pag. 116), asi como la
prueba adaptada recientemente en los Institutos Nacionales de Iligiene de
los Estados Unidos (seccidn 13, pdg. 121}, es cuantitativa, siendo esta
liltima la més estandardizada. El inconveniente de esta prueba radica en
la necesidad de emplear una vacuna patrdn y gran ntmero de animales. La
prueba en conejos, del Instituto Pasteur, cg también cuantitativa y seme-
jante a la prucha de Habel, para la que se utilizan ratones.
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FACTORES QUE INFLUYEN EN LA ESTANDARINZACION DE LAS
PRUEBAS DE POTENCIA DI LA VACUNA
ANTIRRABICA EN RATONES

Aproximadamente desde la dltima década la potencia de la vacuna
antirrdbiea, distribuida bajo ¢l sistema de licencias en los Estados Unidos,
s¢ ha controlado mediante una prueba de destruccidn de la inmunidad, en
la que todos los ratones son vacunados con la misma dosis de vacuna, ad-
ministrada en seis invecciones. En el momento de aplicar el reinfectante
o dosis de confrontacion se divide a los ralones en cinco grupos, y cada
grupo recibe una dilucidn decimal diferente del virus. La potencia de la
vacuha sc determina ealeulando el nimero de Dlugy de virus necesario para
vencer el mecanismo de inmunidad en la mitad de los ratones vacunados.
Para que una vacuna sea aceptable debe proteger los ratones contra un
minimao de 1.000 DLg, de virus.

Cuando esta prueba de potencia se cmplea para evaluar las mismas
vacunas en més de un laboratorio, se observan ciertos factores capaces de
producir resultados muy diferentes en las pruebas de potencia. Esas diferen-
clas no sélo se aprecian on distintos laboratorios, sino entre las distintas
pruebhas practicadas en el mismo laboratorio. Algunos de estos factores son:
la cepa del virus de confrontacidn, el método de trabajarlo v la raza de los
ratones.

La primera variante, la de la cepa del virus de confrontacidn, ha sido
estudiada minueciosamente por Habel ¥ Wright v se ha eliminado por el
establecimiento del virus estandard de control, cepa de virus ribico, que
se proporciona & todos los laboratorios interesados en la evaluacién de 1a
potencia de la vacuna antirrdbica.

Ll método de trabajar ¢l virus de control tamhbién fué cstandardizado
por Habel y Wright, ¥ se ha publicado una descripeion completa.! Se ha
visto, desde entonces, que las variaciones en el tilulo del virus de control,
entre una y otra prucha, son menores si en la preparacion del virus de
confrontacidn, para cada prueba, se diluye en agua destilada la suspensidn
al 10% de tejido cerebral con 2% de suero y se clarifica centrifugindola

durante 15 minutos a una fuerza centrifuga relativa de 1.000 veces por g.
* Colaboracidn de George A. Hottle, Jefe de la Seccidn de Control de Productos
Bialégicos, Laboratorio de Control de Productos Bioldgicos, Instituto Nacional de

Microbiologia, Servicio de Salud Pidblica, Bethesda, Maryland, E. U, A,
1 Hahel, K., y Wright, J. T. (1948) Pubi. Health Rep. (Washington) 63, 44.
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aproximadamente. De este modo se separan todas las particulas méAs
gruesas de cerebro y se obtiene un liquide sobrenadante ligeramente opales-
cente, que contiene el virus con su titulo completo.

El problema, que crea ¢l ecmpleo de diferentes razas de ratones es serio.
Se conocen casos en que los iftulos de proteceidén de un mismo lote de
vacuna han variado de 100 DLg, hasta 100.000 DL, al emplear diferentes
razas de ratones. Lo primero que se pucde hacer para controlar esta varia-
cidn es emplear una vacuna de referencia para hacer la. prueba cada vez
que se va a evaluar un lote de vacuna. Aunque es de desear que la vacuna
de referencia posea la potencia minima aceptable, es decir, una proleceidn
contra 1.000 DLgg , esto no es esencial. La potencia de la vacuna de referen-
cia se debe determinar en ratones de una capacidad de inmunizacién media,
¥ el titulo de potencia obtenido dehe ser aceptado por iodos los laboratorios
interesados, Ung vez que se ha determinado la potencia de la vacuna de
referencia, los resultados de cada prueba se pueden evaluar a base del
titulo aceptado de dicha vacuna. Aunque esta evaluacion no revela la
relacién cuantitativa entre ung vacuna desconocida y la vacuna de referen-
cia, se puede obtener una comparacién cualitativa entre Jas dos vacunas
por medio de la prueba de potencia basada en la destruceién de la in-
munidad.

En vista de la inestabilidad de las vacunas antirrdbicas, se ha sugerido la
conveniencia de disponer de una vacuna de referencia seca; ésta se pucde
obtener suspendiendo el tejido cerchral infectado en agua deslilada, inac-
tivando el virus con rayes ultravioleta y desecando la vacuna en estado
de congelacién. La vacuna de referencia seca, preparada en csta forma,
conservard la mayor partc de su antigenicidad original y permaneceri
completamente activa por lo menos un afio,

Se ha sugerido que para una evaluacién méis cuantitativa de dos vacunas
se haga una prueba, basada en la extincidn del antigeno, en la cual los
grupos de ratones reciben dosis determinadas de vacuna. Lucgo, se aplica a
todos los ratones la misma dosis de reinfectante. Se caleula que el 50 % de
la dosis eficaz (DIlg) de cada vacuna es la cantidad necesaria para proteger
8 la mitad de los ratones contra la dosis del virus reinfectante, En esta
prueba es esencial el empleo de ung vacuna de referencia, dada la variacidn
de la dosis de confrontacién de una prueba a otra; y los resultados se ex-
presan siempre en términos de la vacuna de referencia. En una prueba de
este tipo se pueden inyectar a los ratones seis, euatro, tres y aun dos dosis
de vaduna. Cuando se inyecta menor niinero de dosis de vacuna a los rato-
nes se debe reducir también el niimero de DL;y de virus de confronfacion.
Cuando se dan tres o cuatro dosis de vacuna, la dosis de confrontacidn es
generalmente entre 50 y 500 DLs . Con dos dosis de vacuna, la dosis de
confrontacion del virus es entre 5 v 50 DL, .
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En la tercera revisitn de los requisitos minimos para la vacuna antirrdbica
(Mindmum requirements: rabies vaccine) de Jos Institutos Nacionales de
Higiene de los Estados Unidos, publicada el 3 de febrero de 1953, se dan
detalles de la prueba de extinecién del antigeno que se empleard para
cvaluar todos los lotes de vacuna antirrdbica distribuida bajo licencia de
los Estados Unidos (véase ]a seccidén 13, pidg. 121). En esta prueba muchos
de los detalles relativos al virus de confrontacion, tal como se emplea en las
pruchas de destrucecién de la inmunidad, no se han cambiado. Sin embargo,
en la vacunacidn de los ratones se inyectan 0,5 e.e. de las diluciones quin-
tuples de la vacuna por via intraperitonesl, empleindose 16 ratones para
cada dilucion, Los ratones reciben dos inyecelones de vacuna con un
imtervalo de una semana. Una semana después de la segunda inyeccién se
aplica a los ratones vacunados un reinfectante, por via intracerebral, con-
sistente en 5-50 DLy del virus estdndard de control, Los ratones se observan
durante 14 dias. Al cémputo de los que mueran después del quinto dia de
confrontacion se deben afiadir todos los que muestren parilisis. Se ealcula
la DE;, de cada lote de vacuna eomo la cantidad en miligramos de tejido
cerebral que se necesita para proteger la mitad de los ratones contra el
virus de control. El valor de la vacuna se expresa en relacidén con la vacuna
de referencia, considerada como la unidad de potencia. Con la actual vacuna,
de referencia (lote 150 C) se ha fijado el faetor 0,67 como ]a potencia
minima aceptable en cualquier lote de vaeuna antirrdbica.
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Ratones

Se emplean ratones blancos suizos de 4 a 6 scmanas de edad y de un peso
uniforme, que se pueden escoger sin tener en cuenta el sexo o, en caso de
que sc¢ crea conveniente, se pueden elegir de un mismo sexo.

Immunizacion de los rafones

Se administran a sesenta ratones 0,25 c.c. de una vacuna diluida que
contenga 0,5 % del peso del cerebro fresco. Las inoculaciones se haeen por
via intraperitoneal los lunes, miéreoles y viernes durante dos semanas con-
secutivas (un total de seis dosis). Antes de comenzar la inmunizacidn se
scparan treinta ratones para emplearlos como testigos en el momento de
aplicar el reinfectante.

Administracion del retnfectante

Catoree dias después de la primera dosis de vacuna se hace una prueba de
confrontacién. En este momento s¢ deshielan dos ampolletas del virus fijo
estdndard usado como reinfectante (para su preparacion véase la seccién 10,
pagina 113), ¥ se hace una suspensidn de 10~L, Luego se preparan diluciones
decimales, desde 10! hasta 107, empleando como diluyente suero de ca-
ballo o concjo, al 2%, en agua destilada. Durante la ejecucién de la prueba
conviene mantener Jas diluciones del virus usado para la confrontacion en
una bafio de agua helada, a fin de evitar reducciones en el titulo del virus.

Fl reinfectante se aplica a grupos de 10 ratones vacunados, inyectdndoles
intracerebralmente 0,03 c.c. de las diluciones 10-%, 10—, 108, 10~ y 10—
del virus, en el orden citado. Se puede emplear la misma jeringa y aguja
para todas la inoculaciones, stempre que antes de llenarla de nuevo se lave
varias veces para usarla en la dilucién siguiente.

Con una pueva jeringa se inoculan los ratones testigos con lag diluciones
1077, 10-% ¥ 105 del virus para determinar cudl de lag diluciones represents
una Dlug, . 8i el virus de control estd completumente activo, estas tres dilu-
ciones dejardn generalmente un nimero de sobrevivientes que oseilard del
100 % a menos del 50 %. La irregularidad en la distribucidn de las muertes,

*Colaboracion de Karl Habel, Jefe del Laboratorio de Enfermedades Infeeciosas,
Instituto Naeional de Microbiologia, Bethesda, Md. K. U.A.
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durante el empleo de las tres dilucioncs, debe considerarse sospechosa, Para
que la prueba de potencia sea vilida, el 50 % del limite de las muertes por
rabia, en log ratones testigos, debe ser superior a la dilucién 10-5, ‘

Todos los ratones se observan durante 14 dias; s6lo las mueries que
ocurran despusés del quinto dia se deben atribuir a la rabia. La observacién
ha dc ser diaria y se deben anotar los sintomas observados. Los ratones que
sobreviven después de 14 dias, pero que presentan sintomas indiscutibles
de rabia, se deben considerar como muertos por rabia para los efectos del
caleule de la potencia de la vacuna.

Determinacidn del grado de proteceion

El limite del 50 % de la mortalidad por rabia se determina por el método
de Reed ¥y Muench, expuesto en el Anexo 1. Consiste este Hmite en la dilu-
cidn que, aplicada a los ratones vacunados v a los testigos, debe de causar
la muerte por rabia del 50 %, segin los resultados obtenidos en las pruebas
efectuadas con las diluciones. Restando el logaritmo del limite de los
testigos, del correspondicnte a los vacunados, se obtiene facilmente ¢l loga-
ritmo del ntimero D1, de proteccidn. Para satisfacer los requisitos minimos,
éste debe ser log. 3 6 1.000 DLy, .

Madificacion de la técnica, trafdndose de virus vive o vacunas atenuadas

Las 6 dosis intraperitoneales, de 0,25 ¢.c. del equivalente de una suspen-
si6n al 0,5%, se deben administrar comenzando con la dosis menos viru-
lenta de vacuna para llegar gradualmente hasta las mds virulentas, en el
caso de que las dosis humanas varien, como sucede con la vacuna original
de tipo Pasteur. Si todas las dosis humanas son iguales, no es necesaria
ninguna modificacién del procedimiento original.

Anexo 1

PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR EL LIMITE DEL", 50 %
DE LA PRUEBA DE POTENCIA TIPQ HABEL EN RATONES

Resultados de un ensayo tipico

Ratones sacunades Tolales acumpladas
Porcentaje
Dilucién supervivientes rabia supervivienles rabia de martatided
10t 4 6 4 20 83
102 5 5 9 14 61
107 3 7 12 9 - 43
104 8 2 20 2 9
10-% 10 0 30 0 0
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Las cifras se caleulan sumando de 10 a 105 en el caso de los supervi-
vientes, ¥ en el orden inverso, para los muertos por rabia.

A continugcién hégase el cdleulo como sigue:

{50 9% menos el porcentaje

inferior inmediato a 50 %) 6 50——43=i=0 30
(% superior inmediato a ., 61—43 18 )
50% menos el Inferior in-

mediato a 50%)

Substrdigase esta cifra (0,39) del log. de la dilucién cuyo porcentaje de
mortalidad fué el inferior inmediato a 50 %:

3,000
0,390

2,610

Este es el logaritmo del limite del 50 % para este caso, o sca, 10-2-,
En seguida, calctdlese ¢l limite del 50 % de los testigos de la misma manera.,

Rafones vacunados Tatales scumulados
super- Parcesitage
Dilucidn vivientes rabig superntgientes rabic de morialidad
10—5 0 14 Q 17 100
10-s 4 6 4 7 64
107 a 1 13 1 7
-850 -7 43
T2 0,75
“f—7 5"
7,000
0,750
6,250

El limite del 50 % de los testigos es 10702,

Para establecer 1a DL, de proteccién ofrecida por la vacuna, réstesc ol
logaritmo del limite del 50% de los ratones vacunados, del logaritmo del
limite del 50 % de los testigos:

6,25
2,61

3,64

En consceuencia, la vacuna protegid contra 10—%¢ DLg, , 0 sea 4.366 DLg, .
La cifra se debe redondear con arreglo a la centena mis cercana, es decir,
en este caso, 4.400 DL, .
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M étodo para calewlar la DLy, por medio de grdficas

Se puede obtener el mismo resultado, o uno de suficiente exactitud, sin
necesidad de hacer cdleulos de fracciones utilizando una hoja de papel
semilogaritmico con divisiones decimales. Basta saber el total general de
los ratones que sobrevivieron y el de los que murieron con las dosis inme-
diatamente inferior y superior al limite del 50 %, calculado en la forma ex-
puesta. Il nimero de ratones s¢ indica en la cscala aritmética de la hoja
por medio de una ordenada, y la dilucién de virus se anota en la escala
logaritmica correspondiente a las abscisas. Los ecuatro puntos que corres-

FIG. 1. METODO GRAFICO PARA COMPUTAR LA Dlgo
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ponden s los ralones supervivientes y a los que murieron, en cantidad
superior e inferior al limite del 50 %, se representan en esta forma, en opo-
sicion a las concentraciones correspondientes. Las concentraciones del virus
de control se anotan en la escala logarftmica (abscisas). El extremo izquierdo
de Ia gréifica corresponde a la concentracidn mds alta de virus y el extremo
derecho a la dilucién més alta de la misma. Las cifras que corresponden,
respectivamente, al ndmero de ratones que murieron y al nimero de los
que sobrevivieron se unen con lineas rectas. Kl punto de interseccion de las
dos lineas indica el limite del 50 %, euyo valor se lee en la escala logaritmica.
La figura 1 muestra las mismas cifras del ejemplo anteriormente citado.
T.a DL, de proteceién conferida por la vacuna se obtiene de la misma ma-
nera, es decir, calculando la diferencia entre los dos logaritmos v la deriva-
ci6n del antilogaritmo del resultado.



Seccion 12*
MODIFICACION DE LA PRUEBA DE POTENCIA DE HABEL

Para muchos laboratorios que producen vacuna antirrdbica, la falta de
animules de experimentacién, cn un nimero relativamente grande, bace
que el empleo ordinario de Ju prueba de potencia estdndard en ratones
resulte poco practico. Esto es especialmente cierto cn ¢l caso de aquellos
laboratorios que, eon relativa frecueneia, preparan pequefias cantidades de
vacuna. En estas circunstancias, es mejor hacer la prueba de potencia
simplificada, que permite eliminar las vacunas de baja potenecia antigénica
¥ que, al mismo tiempo, se puede comparar en sus requisitos minimos, con
los resultados que se obtienen con la prucha cstandard.

En la comprobacién de los resullados de multiples pruchas de potencia
con vacunas de alto, bajo y mediano nivel antigénico, se ha puesto de
manifiesio que la reinfeccién intracerebral con una dosis aproximada de
500 DLs, causa la muerte a menos de la milad de los ratones inmunizados,
si la vacuna empleadn demuestra, en la prueba complcta, que puede pro-
teger contra 1.000 DDy, , que es el requisito minimo.

La técnica de la prueba es la misma que cn ¢l método estdndard (véase
la seccién 11, pdgina 116) v consiste en seis dosis intraperitoneales de una
suspenston al 0,5 % de cerebro (0,25 c.c.), con confrontacidn intracerebral
al décimocuarto dia, seguida de 14 dias de ohservacidn. S6lo se inmunizan
20 ratones, dejando otros 15 cn calidad de testigos. A los catorce dias se
inyecta intracerehralmente a los ratones vacunados el virus de control
estdndard diluido a una potencia de 500 DLz por 0,03 c.c. Al mismao tiempo
grupos de cinco ratones testigos reciben cl virus de control en diluciones a
10-5, 10~% y 10~7, (En la scccidn 1, pigina 116, se expone un método ana-
logo.) .

Para que la prucha sea vilida, el titulo en los tesligos debe indicar que
la confrontacion en los ratones vacunados estuvo entre 100 y 1.000 11, ,
y el 50% de los ratoncs vacunados deben sobrevivir para que la vacuna
pueda pasar la prueba de potencia de ehiminacién (para los cdleulos, véase
la seceidn 11, pigina 116),

Para tener una evaluacifn cuantitativa més exacta de la vacuna que se
produce durante un largo perfodo, en cada laboratorio, se recomienda hacer,
periddicamente, una prueba de polencia estdndard complela. (Véanse las
secciones 11 y 13, paginas 116 v 121.)

"% Colahoracién de Karl Hahel, Jefe del Laboratorio de Enfermedades Infecciosas,
Institute Nacional de Microbiologia, Bethesda, Md., T0.TJ.A.
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Seceidn 13*

REQUISITOS ESTABLECIDOS POR LOS INSTITUTOS
NACIONALES DE HIGIENE DE LOS ESTADOS
UNIDOS PARA LA PRUEBA DE POTENCIA

1 virus patrén de confronlacidon

Periddicamente se facilita a los laboratorios de los Fstados Unidos de
América un virus patrén reinfectante o de confrontacién. Esto propor-
ciong un medio de control casi uniforme y permite la evaluacién de dife-
rentes lotes de vacuna de un mismo laboratorio asi como de vacunas pro-
venientes de distintos laboratorios. A los laboratorios sc les pide que se
atengan rigurcsamente a los procedimientos recomendados. La Organiza-
eién Mundial de la Salud (Palais de Nations, Ginebra, Suiza) proporciona
el virus patrén a los lahoratorios nacionales que lo soliciten.

Preparacidn del virus

En los Estados Unidos se proporciona virus patrén en una suspensién
al 20% de cerebro de ratén, para la que se emplea como diluyente un 2%
de suero equino y agua destilada. La suspensién se conserva en hielo seco
antes del envio y s6lo debe emplearse cuando sc reciba en estado de congela-
cién, debiendo mantenerse en ese estado hasta el momento de ser utilizada.
Kl contenido de la ampolleta se debe descongelar rdpidamenie bajo un
chorro de agua fria v luego diluirse 1:4 con suero de caballo al 2%. Esto
da una suspensién al 5%, que se centrifuga por 15 minutos a una fuerza
centrifuga relativa de 1,000 g. aproximadamente. El liquido sobrenadante
se diluye a 102 y, empleando esta dilucién, se inyectan 0,03 c.c. por via
intracerebral a un nédmero suficiente de ratones sanos, a fin'de producir la
cantidad de virus patrén que se necesita para un afio aproximadamente.
{(Un cerebro de ratén da, poco mis o menos, 1,5 ¢.c. de una suspension al
"% Colaboracitn de Martin M. Kaplan, Veterinario Jefe de Salud Piblica de la
Divigién de Servicio de Enfermedades Transmisibles, Organizacién Mundial de la
Salud, Ginebra, Suiza. )

Cran parte del texto de esta seceién se ha tomado del: United States National
Instifutes of Flealth (1953) Minfmuwm requiremenis: rabies wgccine, 3rd. revision,
Bethesda, Maryland. Esta revisién, fechada el 3 de febrero de 1933, entrd en vigor el
1 de se]%tiembre de 1053. Hubho después dos enmiendas: la No. 1, fechada el 9 de
septiembre de 1955 v la No. 2, del 12 de octubre de 1953. Lus instrucciones originales
de los Institutos Nacionales de Higicne han sido ligeramente modificadas, después

de consultar con ellos, a fin de facilitar su aplicacidn internacional. Se agradece la
autorizacién para reproducir este material.
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20%.) Cuando un ratdn inoculado presenta sintomas de rabia, durante 24
horas, se le extrae el cerebro y éste se congela inmediatamente con hielo
seco. Todos los cerebros cosechados se colocan on un recipiente comun y,
cuando se ha completado la recoleceidn sc deshielan, s pesan y se trituran
para formar una pulpa. Al tiempo de la trituracion se afade suficiente suero
de caballo al 2% para hacer una suspensién final del 20 %. A la suspensién
se le da un mimero de lote y, gin colarla ni centrifugarla, se distribuye en
ampolletas de 2,00 a 2,6 c.c. [istas se clerran a la llama y se congela rapida-
mente el contenido, guardindose a temperatura de hielo seco (aproximada-
mente —70°C),

En la preparacién del patrdon se deben efecluar rdpidamente todas las
operaciones, para asegurar la supervivencia de la mayor cantidad posible
de virus. Antes de emplearlo como virus de control, se debe determinar
la DLs, del lote cn ratones de scis semanas. El lotc es satisfactorio si los
valores del Dy oscilan entre 10—32 y 10-%2, inclusive. La variacién mixima
cn los titulos obtenidos, entre una prueba ¥ otra, no debe pasar de una
dilucién decimal cuando se emplea el mismo lote de virus de control
Cuando se han empleado todas las ampolletas de un lote, o 51 ha transcurrido
un periodo de un afio, se debe obtener de los Institutos Nacionales de Hi-
giene una nueva muestra de virus patrén como referencia para la prepara-
cién de un nuevo lote de trabajo. Esto c¢s indispensable para asegurar la
uniformidad del patrén que se emplea en todos los laboratorios que pro-
ducen vacuna antirrabica.

Nota: Las dificultades para el despacho de substancias congeladas
requieren que la Organizacion Mundial de la Salud envie la cepa patrén en
forma seca a los lahoratorios que la solicitenn. Un laboratorio central puede
preparar su propia fuentc original de virus patrén mediante un solo pase de
la cepa por un nimerc suficiente de ralones para abastecer las necesidades
de varios afios. S se dispone de hiclo seco, la fuente primaria se debe con-
servar, a 70°C bajo cero, en ampolletas cerradas a la llama. 8i no se dis-
pone de hielo seco, ¢l material se puede conservar a 20°C bajo cero, oa
meno temperatura si es posible, pero se han de hacer titulaciones periddi-
cas en ratones para determinar las posibles pérdidas en el {ilule. No se
acongeja trabajar directamente con virug patrén seco, porque el titulo
puede ser demasiado bajo.

Tipo de ratén empleado en.lo prucha

T.a prueba se hace con ratones suizos blancos, de aproximadamente
cuatro semanas, de un peso uniforme (11-15 gs.) ¥ de un mismo sexo.
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Vacuna de referencia

Los Institutos Nacionales de IHigiene suministran, a los Jaboratorios de
los Estados Unidos que lo soliciten, una Vacuna Antirrdbica de Referencia
{(inactivada por luz ultravioleta y desceada). Cuando el eontenido de cada
ampolleta se disuelve en 8 c.c. de agua destilads con 0,25% de fenol y
0,01 % de tiomersal {mertiolato), se considera que la vacuna es una suspen-
gién al 10%. La vacuna de referencia se mantiene constantemente a tem-
peraturas de 2 a 10°C bajo cero, ya sea en estado Hquido o seco, Una vez
reconstituida la vacuna no se debe emplear por espacio de més de dos
semanas después de haberse agregado el diluyente.

A peticidn de la Organizacién Mundial de la Salud, los Institutos Nacio-
nales de Higiene le han proporcionado una cantidad limitada de su Vacuna
Antirrdbica de Referencia, 150C, que serd distribuida por la OMS a los
laboratorios nacionales que la soliciten. Debido a que s6lo se dispone de
una cantidad limitada de vacuna seca de referencia, se sugicre a los labora-
torios nacionales que preparen su propia vacuna seca, en cantidad sufi-
ciente para satisfacer sus necesidades, por lo menos de un afio, probindola
luego eon la Vacuna de Referencia de los Institutos. La ventaja de emplear
una vacuna seca de referencia es su estabilidad y, de ahi, su utilidad para
comparaciones futuras con otras vacunas.

Inmunizacién de los ratones

De cada vacuna sometida a prueba se preparan tres o mds diluciones en
solucién saling fisiolégica estabilizada (0,85 % de cloruro de sodio en solu-
cidn Borensen' fosfatada con pH 7,6}, incrementando la dilucidn en milti-
plos de c¢inco. Las diluciones se hacen en tal forma que la intermedia con-
tenga suficiente vacuna para proteger el 50 % de los ratones. Fl grado de
dilucién dependerd de la fuerza de la dosis de confrontacién, la clase de
ratdn que se emplee v la potencia de la vacuna. Con una dosis de 20 Dl
(véase la pigina 125), ha dado buen resultado una serie de diluciones de
10% —0,2% —0,04% de cerebro, tanto para la Vacuna de Referencia
INH 150C, como para las vacunas comerciales producidas en los Estados
Unidos de América.

Inoeilense por lo menos 16 ratones, por via intraperitoneal, con 0,5 c.c.
de cada dilucién de la vacuna. Cada ratén recibe dos dosis de vacuna con
una semana de intervalo. Iin el momento en que los ratones reciben la pri-
mera dosis se separan suficientes ratones testigos para que pueda efectuarse
una titulacién adecuada del virus de confrontacion, requiriéndose por lo

115 ¢.c. M/15 KH,PO,, 85 c.c. M/15 Na.HPO, . 12F,0, 900 ¢.c.- agus destilada.



124 M., M, EAPLAN

menos 10 ratones por cada dilueién de virus (un total de 30 a 40 ratones
testigos).

Para la vacunacién de los ratones empléese una jeringa de tuberculina
de'l ce. 6 0,5 c.c. e inyéetese cada ratén con 0,50 c.c. por via intraperi-
toneal. Para el trabajo répido es necesario anestesiar al ratén con éter. El
ratén se sujeta con el pulgar y el dedo indice por la piel del cuello, ¥ con el
mefiique y la palma de la mano por la cola. Asf queda de espaldas, asegurado

FIG, 1. INOCULACION INTRAPERITOMEAL DEL RATON

Por cortesio del Dr F. Péreé—Gallardo, Madrid

firmemente y no puede escapar aungue no esté hajo los efectos del éter. La
aguja més adecuada para la vacunacidn es de 14 6 34 de pulgada (0,5 mm X
12 6 18 mm). La inoculacién se ha de hacer en la linea media, justamente
por encima del ombligo, para no pinchar el estémago, el higado ni la vejiga.
La aguja se inserta con el bisel hacia arriba, formando un dngulo de 45°
con la porcién anterior del cuerpo, v la suspensién de vacuna se ha de
inyectar rapidamente (véase la fig. 1). Si hay alguna duda de que la aguja
hays penetrado en la cavidad peritoneal, se mueve la punta de un lado a
otro v se observa la piel.

Kl orden de vacunacién no tiene importancia, siempre que todos los ra-



PRUEBAS DE POTENCIA DE LA VACUNA 125

tones sean vacunados con un lote de vacuna y se les pueda tener en una o
dos cajas.

Confrontacidn de los ratones vacunados y testigos

A todos los ratones se les aplica intracerebralmente un reinfectante 14
dias después de la primera dosis de vacuna,

Se descongela bajo la llave de agua fria una ampolleta del virus patrén
del primer pase ¥ se diluye al 1:4 con suero de caballo al 2% y agua desti-
lada. T.a meucla se centrifuga por 15 minutos a una fuerza centrifuga rela-
tiva de 1.000 g. aproximadamente. El liquido sobrenadante constituye
ung dilucion 5 X 10-? del materiai de confrontacién y se utiliza para hacer
las nuevas diluciones, Todas las diluciones se preparan con el mismo dilu-
yente que se utilizd originalmente. Se recomienda que las diluciones del
virus se conserven cn un bafio de agua helada, o su equivalente, durante la
gjecucion de la prueba, para evitar la pérdida de potencia.

Los ratones inmunizados se confrontan con una dilucién de virus que se
haya probado que contenga aproximadamente 20 DLy, . Cada laboratorio,
por lo tanto, debe determinar cudl es la dilucién del virus patrén que con-
tiene la dosis de prueba de 20 DLs, . Por ejemplo, si se ha comprobado que
el virus patrén tiene un titulo de 10—%% ¢ 1:3.160.000, entonces una dilueién
de 1:158.000 6 1052 tendra 20 DLs . Esta dilucién se prepara del liquido
sobrenadante § X 1072, ya descrito, en la forma, siguiente:

1 c.c. (de 1:20) + 4 c.c. diluyente = 1:100

1 c.e. (de 1:100} + 9 c.c. diluyente = 1:1.000

1 c.e. {(de 1:1.000) 4+ 9 c.c. diluyente = 1:10.000

1 c.c. {de 1:10.000) 4 14,8 c.c. diluyente = 1:158.000

Degspuds de inocular a todos los ratones inmunizados, con Ja dosis del
virus de prueba (0,03 ce. de la dilucién 1:158.000, en el ejemplo citado), se
inocula un grupo de ratones testigos con la misma dosis del virus de prueba.
Luego, se preparan dos diluciones decimales de la dosis de prueba para la
inoculacién de los ratones testigos restantes. Es conveniente inyectar la
dilucién 1:100 y Ia dilucién 1:10 de la dosis del virus de prueba en el orden
sefialado. De este modo, se puede emplear una sola jeringa para la confronta-
cién de todos los ratones inmunizados y un grupo de ratones testigos; para
los ratones testigos restantes hay que usar otra jeringa.

Todos los ratones se observan durante 14 dias desde el momento de la
inyeccién de confrontacién. S6lo las muertes que ocurren después del
quinto dfa y ]as que sean precedidas de sintomas de virus rdbico fijo (parali-
gis, convulsiones) se consideran como producidas por la rabia. Los ratones
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que muestren pardlisis, pero que sobrevivan al periodo de observacién de
14 dias, se cuentan como si hubieran muerto de rabia.

La definicién de log términos “pardlisis” ¥y “‘convulsiones”, en lo que se
refiere a los ratones inyectados con el virus de control, es la siguiente:

Pardlisis es la pérdida parcial o total de la fuerza motora en una o més
patas. '

Las convulsiones se manifiestan por contracciones violentas y anormales
de los museulos del cuerpo, denominadas a veces espasmos. Obedecen a
estimulos exteriores, como ruidos extrafios o al manejo de los animales.

Para que la prueba se considere vélida, los resultados obtenidos después
de la confrontacién de los ratones inmunizados deben mostrar que las dilu-
ciones de la vacuns de referencia estdn dentro del limite del 50 %, es decir,
que la mayoria de los ratones que recibieron la dosis mds fuerte de vacuna
sobrevivieron y la mayoria de los que recibieron la dosis més débil murieron.
En el caso de la vacuna cn prueba, a menos que se requiera especialmente un
limite exacto, sélo es necesario que sobreviva la mayorfa de los ratones que
recibieron la dosis mds alta de vacuna. Kl titulo de virus de la dosis de
prueba del virus de control no tiene especial impoertancia, siempre y cuando
esté entre 5 y 50 DL . Es necesario sin embargo, que todos los ratones
testigos que recibieron la dosis de pruchba mueran. Por razén de la natura-
leza del virus, yde la prueba misma, es deficil obtener exactamente el mismo
titulo de virus en todos las pruebas.

Prueba de potencia con vacunas de virus vive o atenuado

Las vacunas que contengan virus vivo o atenuado, con excepeién de las
vacunas de embrién de pollo (véase la seccidn 15, pdgina 133), sc pueden
probar en la misma forma que las vacunas preparadas con virus muerto.

Determinacion de la potencia (velor antigénico)

Tanto para la vacuna de referencia como para la vacuna en prueba, el
limite del 50% se establece por ¢l método de Reed y Muench. Se ealcula
dicho limite como el 50 % de la dosis efectiva (DE;q) de vacuna del cerebro
original expresada en miligramos, capaz de proteger al 50 % de los ratones.
Se hace a continuacidn un resumen de este método en ¢l Anexo 1. Dividiendo
1a. DEj de la vacuna de tefercneia por la DEg de Ja vacuna de prucba sc
obtiene como cociente el valor antigénico de la vacuna de prueba en rela-
eién con la vacuna de referencia. La I0Lg, del virus reinfectante recibido por
los ratones inmunizados se caleuls dividiendo la dilucién de virus empleada
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como dosis de prueba por la dilucién del limite del 50 % del virus usado en
los ratones testigos, haciendo el cdleulo por el método de Reed y Muench.

Valor antigénico requerido {véase pagina 128 para el método de computacién)

El valor antigénico de una vacuna sometida a prueba debe ser por lo
menos 0,6 en relacién eon la Vacuna de Referencia 150 C de los Institutos
Nacionales de Higiene. El valor antigénico de eada nuevo lote de vacuna de
referenciy se debe determinar en relacién con la vacuna de referencia
anterior. Hay que prever pequeiias diferencias en las polencias de los fu-
turos lotes de vacuna de referencia, a pesar de los esfuerzos para reducir
esas varigciones a un minimo.

Ancxo 1

METODO PARA DETERMINAR EL LIMITE DEL 50% POR EL
METODO DE REED Y MUENCH,? APLICADO A LA PRUEBA
DE POTENCIA DE LA VACUNA ANTTRRABICA EN RATONES

KL 50% de lo dosis efectiva (DEg), se ealeula como la cantidad de cere-
bro que protege al 50 % de los ratones contra una confrontacién posterior
con virus riabico. Los resultados del control se ordenan en dos columnas que
mndiguen el nimero de ratones que sobrevivieron y los gque murieron ¢n
cada dosiz de la vacuna. Las cifras correspondientes 4 ratones supervivientes
¥ ratones muertos que aparecen bajo cl titulo Totales reconstrufdos se ob-
tienen sumando los casos de supervivencia desde la mas alta hasta la méds
baja dilucibn, y los muertos en el sentido contrario.

Esemrio
Diluciones de la Cerebro  Numero de Snpervi- Totules reconsiruides Porcemlaje de
vacuna 5% cerebro tmg) ratones  vientes Muerios Supervivientes  Muerios morfalidad
1:5 10 16 10 [i] 19 6 6/25 = 24
1:25 2 16 8 8 ‘l 9 14 14/23 = 61
1:125 0,4 16 1 15 1 20

De esta tabulaeidn, el limite del 50 % estd entre 2 mg. y 10 mg. de cerebro
¥ se obtiene por el siguiente caleulo:
61 {mortalidad inmediata superior al 50%) — 50

A 61 {mortalidad inmediata superior al 50 %) — 24
(mortalidad inferior al 50 %)

2 TReed, L. J. ¥y Mucnch, H. (1938), Amer. J. Hyg., 27, 493
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% el logaritmo del factor de dilucién (en este ejerplo el factor de
dilucidn es 5)
= logaritmo del factor de dilucién al limite del 50 %
11
0 e 5,

del 50 %.

X 0,699 = 0,208 (logaritmo del factor de dilucion al limite

B. Il antilogaritme del factor de dilucidn al limite del 50 % X la canti-
dad de tejido cerebral inyectadoe en los ratones a la dilucién en Ja
cual méds del 50% dc los ratones muricron = DEs,

El antilogaritmo de 0,208 = 1,61
luego, 1,61 X 2,0 mg = 3,22 mg = DEy,

Kl valor antigénice de wna vacuna se obliene dividiendo la DI, de la va-
cuna de prueba por la DEg, de la vacuna de refercncia, v.g.,

DEs; de la vacuna de referencia = 3,22 mg TC (tejido cerebral)
DE;, de la vacuna de prueba No. 1 = 1,07 mg TC
o

valor antigénico de la vacuna No. 1 = %’g? = 3,0

La dosts de confrontacidon de virus se caleulo a base del resultado de la rein-
fectacién de los ratones testigos.

Los resultados de la reinfectacidn se ordenyn en columnas, y se prepara
la columna de Tolales reconsiruides en la forma ya descrita.

Eyemrro
Numera Sobrevi- Tatales reconstruidas
Pilucion del virus  de rafenes ticron Murteron Sobrevivieron Murieron  Porcenlaje de mortalidad
10-6. 2 10 0 10 0 18
10-6. 2 10 4 6 4 8 8/12 = 67
1077, 2 10 8 2 12 2 2/14 = 14

Como la dilucién correspondiente al 80 % del limite letal, o la DL, cstd
entre 10752 y 10-7? el logaritmo de la dosis DLg se establece del modo
siguiente:

. . 67 — 5
Logaritmo de la dosis DLgy = 6,2 4+ é_'i’_——lg
. 17
= 6,2 4 53
= 6,2 + 0,32

i

6,52
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Por lo lanto, la DLso es de 107%%, o gea que la suspensidn de virus sin
diluir contenfa 3.310.000 1DLg . Como ge empled como dosis de confronta-
eién ung dilucion de virus al 10-% % esa dosis contenia

3.310.000 ,

Tm O Sed 21 DIJEO



Seceion 14*
UNA PRUEBA DE LA POTENCIA EN CONEJOS

Se emplean conejos domésticos sanos gue pesen entre 2 y 2.5 kg; los
resultados que se obtengan dentro de estas condiciones son constantes, sin
que influya en ellos la raza ni la edad de los animakes, Para las pruchas
ordinarias se aconseja el empleo de seis conejos: dos se vacunan durante 20
dias, dos durante 10 dias v dos se usan como testigos.

Virus de confrontacion

El virus de confrontacién, o reinfectante, es el virus fijo Louls Pasleur
(véase su deseripeidn en la seecidn 6, A, pigina 79). Cuando se inocula por
via intracerebral, a una dilucién por peso de 1:16.000 (suspensién en agus
destilada), ese virus mata el 50 % de los conejos que pesen 2 kg, La vacuna-
c16n se efectda on el flanco del animal, en el tejido celular subcutdneo, y el
volumen inoculado es de 0,25 c.c., reduciéndose asi a un minime las causas
de error {en comparacién con la inoculacidn en la cdmara anterior del
o0jo}. Los conejos se prueban treinta dias después de iniciada la vacunacién,
en la forma siguiente:

(1) Se tritura un fragmento de cerebro fresco de conejo, de peso conocido,
infectado con virus fijo, utilizando arena estéril de cuarzo y un moriero
enfriado a —24°C.

(2) Be afade un volumen determinado de agua destilada para obtener
una, emulsién por peso al 1:10.

{3) Se elimina el cuarzo, centrifugando la emulsién rdpidamente (8
minutos a 4.000 revoluciones por minuta),

(4) Se preparan con agua destilada diluciones del Iliquido sobrenadante,
cambiando las pipetas antes de cada dilucidn.

En numerosas prucbas sc han obtenido con notable constancia los re-
sultados sigulentes:

una dilucidn al 1:13.000 de virus fijo mata a todos log conejos;

una dilueidn al 1:15.000 de virus fijo mata a 6 de cads 7 conejos;

ma dilucién al 1:16.000 de virus fijo mata a 5 de cada 10 concjos (= 1
DI;so) ¥

* Colaboracidn de R. Béguignon y C. Vialat, Institute Pasteur, Paris, Francia.
Lista es una versién modifieada del trabajo publicado en francés cn los Ann. Inst.
Pasteur, 1953, 84, 520.

130



PRUEBAS DE POTENCIA DE LA VACUNA 131

una dilueibn al 1:18.000 nunca es mortal.

Parece innecesario interpretar matematicamente estos resultados por el
método de acumulacién empleado por Reed v Muench, toda vez que la
dosis letal minima se puede determinar facilmente v no cambia dentro de las
condiciones cxperimentales.

Es evidente, sin embargo, que este titulo de virulencia varia, no s6lo de
acuerdo con la cepa del virus fijo escogido para la prueba, sino también de
conformidad con el ndmero de pases de la cepa, €l peso v las caracteristicas
de los conejos domésticos empleados v el elima donde se cfeetide la prueba.
No obstante, no hay razén para que estos factores modifiquen la dosis letal
minima si ésta ha sido establecida dentro de idénticas condiciones experi-
mentales (véase la nota en la pigina 132).

Los resultados de la pruebs se pueden conocer cn 8 dias, pero se re-
comienda mantener a los animales un mes después de la inoculacidn de
confrontacién para comprobar los resultados, puesto que, en casos excep-
cionales (el 2% de los casos), la rabia se puede desarrollar tardiamente.

Vacunacion

Una ves que se conoce el titulo de virulencia se puede evaluar ¢l poder de
proteccidn de las vacunas antirrabicas, probando lotes de cinco conejos, &
los treinta dias de vacunados, con diluciones crecientes de virus fijo.

Asi, Ia vacuna fenolada del Instituto Pasteur de Paris (véase la seccién
6, A, pagina 79), al ser inyectada subcutdneamente en el flanco del animal a
razén de 2 c.c. por dia durante 20 dias consecutivos, protege a un concjo de
2 kg.—inoculado intracerebralmente a los 30 dias de la vacunacién—contra
una dilucién de virus al 1:5.000 (3 1Lsgo).

81 se varia el volumen de las inyecciones de vacuna {(es decir, Ia cantidad
de vacuna inoculada y la duracion de las vacunaciones), los resultacdos
obtenidos demuestran que las inyeeciones cuantiosas son més eficaces que
las repetidas. Cuando se Inyvectan 2 c.c. diariamente por 10 dias consecu-
tivos, la vacuna fenolada protege a un conejo de 2 kg, inoculado por via
intracerebral a los treinta dias contra una dilucién de virus al 1:10.000
(1,6 DLsy). En cambio, cuando se inyeecta 1 c.c. diariamente durante 20
dias consecutivos, no protege al conejo contra la dilucidn sl 1:16.000, lo
que tiende a comprobar la importancia que ticne para ¢l hombre el trata-
miento preventivo precoz y la inyeceién cuantiosa e inmediata al sufrir la
mordedura de un animal sospechoso.

En la ejecucion de la prueba se emplea un minimo de § conejos, aunque
es preferible utilizar 12 animales divididos en dos grupos de igual nimero.
El primer grupo recibe 2 c.c. de vacuna (suspensién de tejido al 5%)
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durante 10 dias. El segundo grupo recibe 2 c.c. de vacuna (suspensién de
tejido al 5%) durante 20 dias. Bl tercer grupo se emplea como tesligo.
Treinta diags después de iniciads la vacunacién sc administra al primer y
tercer grupo una inyeccidn reinfectante intracerebral de 0,25 c.c. de una
dilucién de la cepa Pasteur de virus fijo al 1:10.000 (1,5 Dl.g); el segundo
grupo se inyccla en forma andloga con una dilucidn al 1:5.000 (3 DLg).
Todos los animales vacunados deben sobrevivir, pero el reinfeetanie debe
causar a muerte de los testigos.

Nota: Kl método de prueha antes descrito fué desarrollado para su empleo
cont la cepa Louis Pasteur de virus fijo en la fase aetual de adaptucion al
conejo en ¢l Instituto Pasteur de Paris (1.901 pascs hasta el 1%, de enero de
1953), .

Cuando sc emplee otra cepa de virus rdbico fijo, adaptado al conejo, se
reconnienda hacer una titulacion preliminar del virus en cl conejo, por via
intracerebral, para determinar las diluciones del virus en ambos extremos de
la ])Lﬁ() .

Para la prueba intracerebral hecha el trigésimo dia en conecjos vacunados
durante 10 dias, debe emplearse 1,56 Dlgy v en los vacunados durante 20
dias, 1a concentracion debe ser de 3 DL, .



Scecion 15%
PRUEBA DE POTENCIA PARA VACUNA DE EMBRION DE POLLO

La prueba consiste en inoculacion intramuscular de cobayoes con vacuna
de embrién de pollo, seguida de l1a inoculacién det virus de calle tres semanas
después,

Clobayos

Deben escogerse animales que pesen por lo menos 400 g. No se aconseja
el empleo de animales de menor peso.

Método de tnmunizacion

8i se usa la actual vacuna de embrién de pollo en cada cobaye (suspen-
sidn de tejido al 33 %), inyéctense 0,25 c.c. de una suspensién al 5% ha-
ciendo la inoculacién en el misculo gastroenemio de la pata derecha. La
vacuna debe ser rehidratada con agua destilada estéril antes de la inocula-
cidn, y la dilucidu indicada se deberd hacer con agua destilada estéril.

Preparacidn del material reinfectante

Los perros adultos se inoculan con 0,1 c.e. de una suspension de gléndula
submaxilar de perro infectado, que se conserva congelada a 70°C bajo cero.
La inyeccidon es bilateral en los miiseulos maseteros, empleando una jeringa
de 1 c.c. y una aguja de una pulgada, ealibre 20 (0,90 X 25 mm) (véase la
fig. 1}. Cuando los animales mueren con sintomas de rabia, o cuando se
sacrifican en estado agdnico, se toman las glindulas submaxilares, seccio-
nindose un pedacite con una tijera y el resto se congela en una caja
de Petri grande, conservindose en la congeladora entre 50 y 70°C bajo
eero. La poreidn selececionada se tritura en un mortero con suficiente suero
de conejo normal, al 10%, en solucion salina fisioldgica, para hacer una
suspension al 109 por peso. La suspensidén se centrifuga en un centrifugador
angular durante un minuto, a 1.000 revoluciones por minuto, y se separa el
liquido sobrenadante. Se hacen diluciones decimales del liquido sobrena-
dante en suero de conejo normal al 10% y solucién salina fisiol6gica, y se
inyectan 0,03 c.c. por via intracerebral en ratones albinos suizos de 28 a
" * Clolahoracién de Hilary Koprowski, Subdirector, Divisién de Investigaciones de

Virus y Rickettsias de los Laboratorios Lederle, American Cyanamid Company,
Pearl River, Nueva York, K.TT.A.

133



134 . KOPROWSKI

35 dias de edad. Los ralones se observan durante 21 dias y se anota diaria-
mente ¢l niimero de ratones muertos. Después del periodo de observacion,
se caleula el titulo DLy de eada dilucibn {para el método de cilculo, véase
ia seccidn 13, pagina 127},

FIG. 1. INQCULACION EN EL MUSCULO MASETEROC DEL PERRO
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Por cortesta del Dr. F. Pérez-Gallardo, Madrid
Para preparar un fondo comin de virus sélo deben emplearse lag glandu-
las cuyo titulo sea mayor de 10745 DL, .

Preparacidn del fondo comiin

Las glandulas se sacan del congelador, se deshielan, se cortan con tijeras
en pequefios trozos y se ponen en una licuadora de Waring con suficiente
sucro estéril de conejo normal al 10%, en solucidn salina fisiologiea, para
hacer una suspension al 30% por peso. La licuadora sc acciona sélo dos o
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tres minutos para evitar que el material se caliente. Luego se enfria el
recipiente v se vuclve a triturar en agua helada por dos o tres minutos, Se
repite este proceso cuatro o cineo veces y ¢l producto final se filtra por una
capa de gasa.

El material, ya filtrado, se distribuye en ampolletas de vidrio Pyrex en
cantidades de 1 c.c. Se cierran lag ampolletas y se congela el contenido
en un bafio de aleohol ¥y CO, . Las ampolletas s¢ conservan a una tempera-
tura de entre 50 y 70°C bajo cero.

Método de confronlacion

Veintitin dias después de la vacunacién, 10 de los animales vacunados ¥
5 testigos no vacunados, mantenidos en las mismas condiciones que agquéllos,
ge inyeetan intramuscularmente (pata izquierda) con 0,1 c.c. de una dilu-
¢idn de glindula salival de perro infectado con virus de la calle, que, como
es sabido, puede matar por lo menos el 80 % de los cobayos normales.

Se observan diariamente los animales inoculados, anotindose el mimero
de cobayos enfermos y el de los muertos. Los animales que mueren antes del
sexto dia después de la inoculacién con virus de la calle no se consideran
muertos de rabia.

La prueba se da por terminada 21 dias después de la inoculacién con virus
de la calle.

Otro método de inmunizacion y confroniacion

Se incuba una muestra de vacuna a 37°C durante 48 horas, por lo menos,
La vacuna incubada se inyecla por via intramuscular a un grupo de co-
bayos quc pesen por lo menos 400 gramos. La dosis ha de ser equivalente a
0,5 c.c. de suspension de tejido de embrién de pollo, al 2,5% 6 al 0,25 c.c.
de suspensidn, al 5 %. Después de tres semanas, se inyectan por lo menos 10
cohayos inmunizados v cinco testigos por el método antes descrito. Todos
log cobayos se mantienen en observacidn durante 21 dias y por lo menos
el 50% de los cobayos inoculados deben sobrevivir sin manifestar sintomas
de rabia.

Fxamen de los resullados

En el cuadro 1 aparcee una muestra de los resultados obtenidos con
vaeunas que han pasado Ia prueba de potencia. Como puede verse, lavacuna
ha demosirado tener valor antigénico para perros confrontados en este
laboratorio con virus de la calle. También puede observarse que en la ma-
yoria de los casos los perros fueron protegidos contra el virng de calle por
ung vacuna que inmunizaba cobayos en una suspensidn de fejido de em-
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brién de pollo al 5%. Como ya se dijo, el virus de confrontacién debe tener
suficiente potencia para produeir la muerte de la mayor parte, si no de todos
los testigos. De acuerdo con anteriores observaciones, un virus de esa po-
tenecia debe tener un titulo de 107930 ¢ un DL, mayor, en ratones para
tener una invasividad capaz de causar la muerte de la mayorfa de los
animales testigos. Hasta ahora, s0lo se han empleado dos “fondoes” de virus
de la calle para pruebas de confrontacidn en este laboratorio, ¥y se ha
observado que 0,1 c.c. de una dilucidn al 1:40, 6 0,2 ¢.c. de dilucién al 1:80
de tejido de glandula salival canina, infectada con la cepa de la cindad de
Nucva York, preparada en la forma descrita en la pag. 133, constituyen un
indeulo excelente.

En la prueba el 80 % de los animales testigos deben morir de rabia, v el
70% de los cobayos vacunados deben sobrevivir la inoculacion, sin mostrar
sintomas de rabia. Esta prueba reproduce con bastante fidelidad las condi-
ciones de la infeceidn natural, v puede llevarse a cabo con bastante facili-
dad, 86lo se requiere una inoculacién con la vacuna y una noculacidén de
confrontacidn. Se puede emplear para esta Ultima una ceps de virus de
calle aislada en la misma localidad del laboratorio, a fin de determinar la
potencia de vacunas de embridn de pollo en diferentes partes del mundoy
contra distintas cepas de rabia. Esta prueba tiene la desventaja de requerir
el empleo de perros para preparar el virus de confrontacién. Sin embargo,
si se emplea una preparucién poteunte de tejido de glindula salival, basta
un mimero relativamente pequeiio de perros pars obtener el material nece-
sario para las pruchas de control por un tiempo considerable.
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PRODUCCION DE SUERO HIPERINMUNE
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Seccion 16¥

METODO EMPLEADO EN EL INSTITUTO PASTEUR DE PARIS

K1 suero antirrabico del Instituto Pasteur se prepara en caballos hiperin-
munizados con virus fijo. Este suero se puede producir en estado crudo o
purificado y concentrado.

Cepa de rabia

La cepa. de rabia empleada es la de virus fijo usada siempre por el Insti-
tuto Pasteur para la inmunizacién contra la rabia. Las propiedades de la
cepa y el método de mantenerla en el conejo se describen en la scecidn 6
(A), pdgina 79,

M étodo de tnmunizacion

Los caballos se inmunizan por inoculacidn subcutanes. Primero se les da
una serie inicial de inyveceiones de virug rdbico fenolizado, es decir, vacuna
antirrdbica preparada cn la misma manera que pars uso humano, tal como
se deseribe en la seceidn 6 (A), pagina 83, pero empleando cerebro de conejo
en vez de cerebro de carnero. La vacuna se emplea para las primeras inyec-
ciones después de ser incubada por ocho dias a -+ 4°C. Luego se emplean
vacunas de més reciente preparacion,

Después de esta inmunizacién inicial con vacuna fenolada, los caballos
reciben el virus fijo sin atenuar. Finalmente, segin el titulo aleanzado
durante [a inmunizacion, se contindan las inyecciones con la adicidn alterns
de coadyudantes.

Una vez alcanzado un titulo adecuado, se reinccolan y sangran los
caballos todos los meses,

Plan de inmunizociones y dosis

Se emplean caballos jévenes sanos, que se inmunizan de acuerdo con el
siguiente plan:

Primera serte: virus fijo fenolado

Primmera, inyeecidn: 40 c.c.
Una semana después: 80 c.c.t 59 de cerebro de eonejo fenolado
Dos semanas despuis: 120 c.c.

* Calaboracién de Pierre Lépine, Jefe de la Seceidn de Virus, y 1. Atanasiu, Insti-
tuto Pasteur, Paris, Francia.
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Para esta serie, como para las siguientes, se administran las inyecciones
en varios puntos, con el objeto de distribuir la masa de la inyececién y
asegurar su absorciom rapida. Se observa muy poca o0 ninguna reaccion en
el punto cn que se aplican las inyecciones.

Sequnda serie: virus jijo fresco
La scgunda seric comienza tras un intervalo de una semana.
Primera inycocidn: medio cercbro de conejo (virus fijo fresco) suspendido en 50 ¢.c.
de agua destilada,
Segunida inyececién: un cerebro de conejo en 100 c.c. de agna destilada.
Tercera inyeccitn: dos cerebros de conejo en 15) c.c. de agua destilada.

Después de la tercera inyeccion de la segunda serie se hace una sangria
de control. De acuerdo con los resultados y el titulo que se obtengan, se
suspende la inmunizacidn o se repite la segunda serie, agregando antigeno
suplementario que se inyecta por via intramuscular con coadyudantes.
Pueden emplearse varios coadyudantes, pero el que da los mejores resulta-
dos es el alumbre sidico a la concentracidn de 4:1.000 de la suspensién
inyectada. También se pueden usar derivados de aceite mineral con un
emulsionante en cantidades que no pasen de la tercers parte del material
inyectado, pero éstos son menos recomendables que el alumbre sddico.
Normalmente, se alcanza la titulacién definitiva del suero antirrdbico al
segundo o tercer mes (para la prueba dc potencia véase la seecidn 18,
pagina 145).

Conservacidn de lo tnmunizacion

A esta altura, sc sangran los caballos y se dejan descansar durante un mes,
Posteriormente, los caballos inmunizados reeiben cada mes dos cerebros de
conejo (virus rdbico fijo, freseo), inyectados como en la tercera inyecccién
de la segunda serie. A la semana de csta inyeecidn de refuerzo se sangran
los caballos. Se les deja en completo descanso durante un mes cada afio.

iy
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METODO EMPLEADO EN EL INSTITUTO TOSCANO
DE SUEROS Y VACUNAS, SIENA

Entre las distintas especies animales, ya scan grandes o pequefias, los
equinos, y en especial el caballo, se deben considerar como el animal pre-
ferible para la preparacién de suero antirrdbico.

La produccidn de suero hiperinmune cn el caballo, iniciada por Fermi en
1909, estd relacionada con la calidad del antigeno empleado, las dosis
inyectadas y el ritmo de las inyecciones. El antigeno empleado por los
autores de cste trabajo constste en vacuna antirrdbica fenolada de Fermi
(virus de “Sassari’”), recién preparada e inyectada diariamente por via
subcutinea en dosis de 1020 ¢.c. durante un mes.

La sangria hecha 7 u 8 dias después de la dltima inyeccidén de la primera
serie demuestra, sin embargo, que a esta altura la prescncia de anticuerpos
virulicidas en el suero de los animales no es todaviz muy elevada, aunque
se encuentran en todos los animales tratados. Dando a los animales un
periodo de descanso de un mes y una segunda serie de inyecciones, es posihle
obtener un suere cuyoe valor virulicida sex por lo menos dos o tres veces
mayor. Degpués de otro periodo de descanso de dos a tres meses, seguido
de otra serie de inyecciones de vacuna, se puede obtener un suero muy
potente, del que una dosis de 1 c.c. es capaz de neutralizar hasta un millén
o mis de dosis mortales para ¢l cobayo.

La producecién de un buen suero antirribico en un caballo no utilizado
previamente parece ser, sin embargo, un proceso muy lento que exige varios
perfodos de descanso alternados eon series de mmunizacién, Por el eontrario,
los anticuerpos sc producen en forma ripida e intensa en los caballos que
han sido previamente inmunizados. La inyeccidn de altas dosis de virus vivo
y virulento no produce tumpoco adversos cfectos en los animales que han
recibido una mmunizacién hdsica de vacuna fenolada, 1o que permite lograr
la inmunizacién més ripidamente, Como en la produceién de suero anti-
téxico {(difteria y tétanos), se encuentran animales que son buenos producto-
res de suero junto con otros mediocres o atin refractarios. Aungue en menor
escala, el proceso de la produecidn de suero antirrdbico es muy parecido al
de suero antiteldnico; la rapidez y la intensidad de la produccidn de éste
son bien conocidas en el caso de caballos que han sido sometidos a repetidos

* Colaboracién de D). d’Antons y E. Falchetti, Istituto Sieroterapico e Vaecino-
geno Togcano, Siena, Italia
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eiclos de inmunizacidn, o a vacunacidn previa. Ast es como sc puede pre-
parar un suero mixto potente, que sea al mismo tiempo antitetdnico y
antirribico, por la incculacién simultdnea del animal con los antigenos
correspondientes (toxoide o toxina tetdnica y vacuna antirrdbica). Como
sucede con la antitoxina tetdnica, los anticuerpos virulicidas parece que
estdn distribuidos en las fracciones de seudoglobulina del suero y, en menor
grado, en la euglobulina. El suero antirrdbico se puede concentrar y purifiear,
sin embargo, por los mismos procedimientos que se utilizan con los sueros
antitdxicos, incluyendo la digestién péptica.

El suero antirrabico es extraordinariamente estable: conserva sus pro-
piedades en una refrigeradora durante varios afios y resiste aun la exposicidn
prolongada a temperaturas de 58 a 60°C.

Los autores efecldan la titulacidn de los anticuerpos virulicidas em-
pleando mezclas in vitre de diferentes diluciones del suero y una suspensién
de virus {cerebro} de virulencia conoecida. Después de dejar las mezclas
durante una hora a 37°C, se inyeetan las mismas por via intracerebral en
cohayos, empleando una dosis de 0,2 c.e., y el titulo se calcula a base de las
diluciones capaces de proteger al 80 % de los animales.



Seceidn 18*
PRUERBA DE LA POTENCIA DEL SUERO ANTIRRABICO

Pryeba de potencia

Esta prueba es esencialmente la misma que la prueba de neutralizacidn
suero-virus en ratones descrita en la seccidn 5, pagina 66. La prueba debe
efectuarse con el suero antes de agregar cualquier preservativo quimico.

Animales de expertmentacion: Se emplean ratones sanos, de cualquier
sexo, que pesen entre 10 v 14 g. En cualquier prueba se deben utilizar sola-
mente rutones de un mismo sexo,

Virus de prueba: Puede emplearse cualquier cepa de virus rdbico de
polencia conocida.

Suero antirrdbico patrén: La OMS proporciona un suero patrén que puede
eraplearse, como medio de comparacion, en las prucbas de potenecia, para
la estandardizacion de cualquier suero antirrdbico. Iiste suero se facilita
desecado, con instruceiones para su rehidratacién. Su potencia estd ajustada
de tal manera que, cuando se mezele en concentracién final con no menos
de 31,6 DL ni més de 316 DLy, de una parte de la suspension de virus, el
titulo minimo de proteccién (limite del 50 %) no serd inferior a una dilucidén
al 1:300.

Método: Prepirese una serie de diluciones dobles, tanto del suero en
prucha comao del sucro patrén, con suero normal al 2%, en agua destilada o
sofueidn salina fisioldgica. Para el suero patrén son generalmente suficientes
seis geries de diluciones dohles, de 1:50 & 1:1.600; para el suero en prueba
la progresiom cs de 1:125 a 1:4.000. Estas diluciones revelan un factor de
potencia de 2,5, que es lo que se requierc del suero en prueba. Se agregan
partes iguales de una suspensién de virus a las diluciones de los sueros, Las
mezelas se incuban en un bafio de agua a 37°C, durante una hora, y se in-
yectan 0,03 c.c. a los ratones por via intracerebral. Hay que inyectar por lo
menos 10 ratones con cada mezela. La cantidad de virus empleada es tal
que cada ratdn recibe 1o menos de 31,6 DL v no més de 316 Dl . Los
ratoncs se observan durante dos scmanas. Para un sucro en prueba la po-
tencia minima aceptable dehe ser 2,5 veces la del suero patrén.

*Colaboracién de Tlilary Koprowski, Director de la Divigién de Investigaciones
de Virng y Ricketisias de les Tiaboratorios Iederle, American Cyanamid Company,
Pearl River, Nueva York, E.U.A.
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Prueba de esterilidad

EI contenido del envase final debe ser estéril, comprobandose mediante
el cultivo de una dosis completa; pero es necesario que la cantidad cultivada
no exceda de 5,0 e.c. El cultivo se debe hacer en uno o m4s tubos, con.medio
de tiogliocolato liquido o en otro medio de cultivo estdndard, en una dilu-
cidn suficiente para que el preservative no ejerza ninguna accién bacterios-
tdtica. La ineubscidn se hace a 32°C y se observa, por lo menos, durante
7 dias.
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CRIA Y CUIDADO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO

La eoclonia de erta

Iiste es quizds el aspecto més importante en el establecimiento de una
colonia de ratones u otros animales de laboratorio. Cada varicdad animal
tiene ciertas enfermedades naturales, muchas de las cuales se pueden
eliminar por la segregacidén apropiada de los animales adultos y los recono-
cimientos de las familias aisladas para descubrir rdpidamente la presencia
de cualquier enfermedad.

El ratén blanco, reproducido por cruzamiento consanguineo, es el ani-
mal de experimentacién més frecuentemente usado en los laboratorios de
virus. Se ha observado que eciertas lineas genéticas de raton blanco son muy
susceptibles a una gran variedad de enfermedades causadas por virus. De
otras estirpes genéticas o variedades de ratones blancos se sabe que son resis-
tentes a ciertas cnfermedades causadas por virus; por cjemplo, una variedad
es registente al virus 17 D de la vacuna contra la fishre amarilla y cuando
los ratones se inoculan por via intracerebral con este virus no enferman
ni mueren, mientras que otros tipos genéticos mueren siempre de esta in-
feccion,

Los ratones de cria sc pueden obtener de colonias que se encuentren
libres de paratifoidca y de salmonelosis intestinales, de bartonelosis, toxo-
plasmosis y los virus més comunes, como la encéfalomielitis de los ratones,
coriomeningitis linfocitica y cetromelia.

Es posible que el virus vacunal empleado para la inmunizacién del hombre
pueds producir en una colonia de ratones una enfermedad semejarite y
antigénicamente idéntica u la ectromelia. Iay una infeccidn dc los ratones
salvajes producida por Ricketisia akart y transmitida por scéridoes que puede
penetrar en lag colonias de ratones de crin. Las heces de ratones salvajes
pueden introducir la encéfalomielitis de log ratones en las janlas de cria y
asi infectar una colonia que anteriormente estuviera libre de esa enferme-
dad.

Todas las estirpes del ratén blanco parecen ser igualmente susceptibles
al virus ribico de calle inyectado por via mtracerebral.

* Colaboracién de Harald N. Johnson, del Centre de Investigacién de Virus,
Poena, India
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Loecal

La colonia de ratones normales se debe tener en un cuarto separado y no
e debe permitir la, presencia de ratones inoculados en la misma unidad. Es
preferible. que la colonia e cria esté en otro piso 0 en wn edificio separado
del cuarto de los animales infectados.

Lasg ventanas del cuarto de cria se deben proteger con tela metdlica para
impedir que enlren moscas y mosquitos, pues estos insectos pueden intro-
dueir infecciones eausadas por virus, bacterianas o parasitarias. La cntrada
del cuarto de cria debe tener un vestibulo separado por una pucrta con tela
metalica. El piso debe ser lavable ¥ de un material que impida la entrada de
ratones salvajes u otros roedores. El techo se debe construir o acondicionar
en forma que no perrmita la entrada de roedores ni de pajaros.

Los ratones no resisten allas temperaturas y la del cuarto de cria ne debe
llegar a 37,8°C.

Cuidadores de fos animales

No se dehe permitir que lag personas que frabajan en los cuartos con
ratones infectados entren en los cuartos de erig pars ratones normales. Los
cuidadores deben lavarse las manos con un cepillo, agua y jabén y limpiarse
las ufias econ un palillo antes de empezar su trabajo ¥ stempre que cxista el
peligro de contaminacidn. Si los cuidadores manipulasen la comida o los
frazcos de agua con las manos contaminadas, podrian servir de vehiculo a
infeceiones intestinales de Jus ratones, tales como la fichre paratifoidesa y 1a
salmonelosis.

Jaulas y camas

Las jaulas para ratones se construyen, generalmente, de hierro galvani-
zado y con tapa de tcla metdlica para la ventilacion. En las jaulas de re-
produceion se necesitan bolellas de agua y éstas se deben hervir si existe cual-
quier duda cn cuanto a su pureza. Para limpiar las Jaulas, basta con lavarlas
escrupulosamente con agus y jabon, Se puede emplear como cama, la viruta
de madera, papel, bagazo de cafia de azdcear picado en pedazos menudos
0 ciscaras de mani, '

Alimento

Todo el alimento debe protegerse contra los roedores y los insectos en
recipientes de metal con tapas adecuadas. Cualquier cereal sin moler, como
el trigo, cs un alimento completo para el ratén. Para los ratones de cria
conviene agregar a la dicta leche en polvo. Un método excelente para ali-
mentar ratones consiste en preparar ung mezcla de trigo entero, leche en
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polvo reconstituida y sal, dejando que adquicra consistencia para cortarla
en pedazos. De este modo se facilita a los ratones alimento v agua.

Método de comenzar la colonta de eria

Para la reproduceidn répida, lo mejor es tener juntos constantemente dos
hembras y un macho, micntras sirvan como reproductores. Esto asegura
unga nueva cria cada tres semanas y simplifica ¢l manejo de los animales.
Para ciertos fincs, puede ser preferible poner cinco hembras y un macho en
una caja de cria v sacar a las hembras cuande claramente se note que
estén prefiadas; éstas se ponen solas, cada una en una jaula, y se devuelven
a la misma caja de eria después del destete. Tal método permite llevar un
registro del nidmero de ratones por parto ¥ de la edad exacta de los mismos,
pero no se emplea en la mayorfa de los laboratorios de diagnéstico porque
retrasa demasiado la reproducecién de cada ratén. Las hembras de cria que
no cstén predadas al caho de fres semanag deben eliminarse de la colonia y
emplearse para otros fines.

Investigacidn de la presencia de enfermedades en la colonia de cria

Se puede Investigar si existe virus de encéfalomielitis de los ratones ana-
lizando una muestra de las heces de una jaula de 50 ratones en edad de
destete. Este material se tritura en un mortero, con solucion salina, para
hacer una suspension aproximadamente al 10 % ¥ zc centrifuga a alta veloci-
dad en una centrifugadora corriente horizontal o angular durante una hora,
para sedimentar lo mejor posible el contenido bacteriano, Se separa el
liquido sobrenadante, y se agrega penicilina, a una concentracién de 500
unidades por c.c., y estreptomicina, hasta una concentracidn de 1 mg por
¢.c., el madterial se prucha inoculando 10 ratones, por via intracerehral, con
0,03 c.c. Para esta prueba se han de emplear ratones de seis semanas. Si de
4 a 30 dias después de la inoculacidén se desarrolla una pardlisis entre los
inoculados, se deben hacer impresiones del cerebro ¢ investigar la presencia
de bacterias mediante un cultivo o examen microscopico; si no se encuentran
bacterias en las preparaciones hay que hacer nuevos pases en ratdn y, si
los ratones se infeetan con cierta regularidad, se debe investigar la especifici-
dad del virus mediante una prueba dc suero neutralizado. 81 en la colonia
hay virus encefalitico no habrid ninguna dificultad en descubrirlo por el
método descrito. Los ratones blancos de la mayoria de las colonias de los
laboratorios albergan tal virus en ¢l intestino, pero rara ves se manifiesta la
parilisis. El virus s¢ puede aislar por subpases mediante la seleccién al
azar de un ratén que presente una infeceién sistemdtica eon virus natural.
Hay casos cn quc el subpase en ratones de un virus neurotrépico, como el
virus fijo de la rabia, puede dar como resultado la pérdida del virus fijo y el



152 H. N. JOHNSON

mantenimiento de una cepa fija de virus de encéfalomielitis con un periodo
de incubacién como el del virus rabico fijo. Bl subpase del virus a través del
conejo eliminara la infeccién eon virus de encéfalomiclitis de los ratones.
Los humsters son susceptibles a la infeccidn por virus de encéfalomielitis
del ratén cuando se inyeota por vin intracerebral.

Para, determinar la presencia del virns de la coriomeningiiis linfocitica,
v de otras infecciones erdnicas del ratén, se deben tomar muestras de bazo
provenientes por lo menos de 10 ratones de dos a tres semanas de odad,
escogidos al azar en la colonia. Se preparan suspensiones de tejido esplénico,
triturdndolo en un mortero con suficiente cantidad de solucidn salina para
former una suspensidn al 10 %. La sugpension se centrifuga a poca velovidad,
durante ) minutos, o se deja en reposo en la refrigeradora duranie 30
minutos; luego, se separa el ligquido sobrenadante y se inyecian intracere-
bralmente 0,03 c.c. en 10 ratones. También se puede deseubrir por este mé-
todo la presencia de toxoplasma, sunque, s se sospecha que ‘existe, conviene
analizar toda la suspensién sin centrifugarla. La presencia de toxoplasma en
lag 1mpresiones de cerebro se puede demostrar, fijdndolas con aleohol
melilico y tiiéndolas con Giemsa. Kl eurso de la enfermedad y el periodo de
incubacidn de la toxoplasmosis v de la infeceidn a virus rabico fijo es igual
e los ratones infectados por via ntracerebral. En el manual de Waorden,
mencionado en las notas bibliograficas, pig. 153, se puede cncontrar infor-
maeidn sobre otras enfermedades, :

Eclopardsitos de los rafones

Conviene exuminar los ratones para ver si tienen ectopurdsitos, tales
como log acdridos de-la sarna. Si existe tal infestacidn, se puede combatir
bafiando log ratones o tratdndolos con un insecticida. Las infecciones ori-
ginadas por pardsitos se pueden evitar impidiendo el accesso de ratones
salvajes a los cuartos de cria.
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