VACUNA FENOLIZADA: TIPO SEMPLE
VACUNA DE CEREBRO DE CARNERO: METODO DEL INSTITUTO PASTEUR, PARIS*

PIERRE LEPINE v R. BEQUIGNON

Jefe y Jefe de Laboratorio, respectivamente, de la Seccién de Virus, del Instituto Pasteur, Paris, Francia

Formula general de la vacuna

Ta vacuna consiste en una suspensién al
5% de cerebro de oveja, inoculado con virus
fijo, en solucién salina fisiolégica fenolizada
al 1%. La preparacién; en su fase final, no
contiene virus vivo.

Cepa empleada

La cepa empleada en la elaboracién de
esta vacuna es el virus fijo del Instituto
Pasteur (cepa Louis Pasteur) aislada el 19
de noviembre de 1882 y mantenida desde
entonces en conejo solamente. En su no-
nagésimo pase se utiliz6 en la primera in-
munizacién antirrdbica del hombre (6 de
julio de 1885) y desde entonces se ha venido
empleando sin interrupcién en el Instituto
Pasteur de Parfs para fines de inmunizacién.
Las caracteristicas y el comportamiento de
esta cepa se examinan periédicamente y han
sido objeto de muchas investigaciones. Ac-
tualmente la titulacién de esta cepa en el
conejo indica que, el virus fijo diluido al
1:15.000, mata seis conejos de cada siete;
diluido al 1:16.000, mata cinco de cada diez
conejos inoculados; al 1:17.000 rara vez
mueren los conejos, y finalmente, en la
dilucién al 1:18.000 no produce nunca la
muerte.

A partir del 1 de abril de 1952 la cepa
Pasteur, que con anterioridad se pasaba de
continuamente en conejo, ahora solo se pasa
una vez al mes. Para ello se inoculan por
lo menos dos conejos con un peso minimo de
2 Kg cada uno, intracerebralmente con 0,25
¢.c. de una suspension al 1:10 de cerebro del
pase anterior (el cerebro se conserva en
glicerol a la temperatura de +5°C). Los

* Tomado de la Monografia No. 23 “Técnicas de
Laboratorio de Rabia’’, de 1a Organizacién Mun-
dial de la Salud (Seccién 6, parte A, pdgs. 77-84).

conejos, que presentan paralisis al sexto dfa,
se sangran al dfa siguiente, y sus cerebros
se extraen en condiciones asépticas, se some-
ten a pruebas bacterioldgicas de esterilidad,
a examen histolégico a fin de descubrir las
lesiones tipicas del virus fijo y se hace titula-
cién del virus en conejos con suspensiones
de virus fresco.

Inmediatamente después de extraido el
cerebro se coloca en glicerol puro y esterili-
zado en botellas de boca ancha. Cada botella
se rotula con el nlimero del conejo y el del
pase del virus, y se mantiene en refrigera-
dores a una temperatura comprendida entre
+2°C y +5°C.

Al 1° de junio de 1953 la cepa Pasteur
habia experimentado 1.908 pases desde la
fecha en que se aislé.

Preparacién de virus de tnoculacién

Para inocular al earnero se usa el ultimo
pase de la cepa, es decir, un cerebro de la
serie regular de pases conservado en el re-
frigerador en glicerol por més de una semana
y menos de un mes. Se separa una porcién
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 obtener una emulsién de
cerebro al 1:10 en peso en solucidn salino-
fisiol6gica. De este inéculo, se inyecta 0.5
c.c. intracerebralmente, en un solo punto,
de acuerdo con la téenica que se detalla a
continuacién.

Preparacién de la oveja

Para la obtencién de vacuna sdilo se
emplean carneros jévenes y sanos, de un peso
medio de 42 Kg., los cuales suelen tener un
cerebro de un peso aproximado de 80 g. Los
carneros se trasquilan y mantienen bajo

422



Mayo 1956]

observacion por tres semanas, desechdandose
todos los animales que no se encuentren en
estado normal.

La vispera de la inoculacién se afeita la
cabeza del carnero y se desinfecta la piel
afeitada restregdndola fuertemente con un
cepillo sumergido reiteradamente en una
solucién de cresol. A continuacién se pinta
la piel del crdneo con tintura de yvodo, por
la manana y al anochecer?: la operacion se
repite a la siguiente mafiana. En el momento
de hacer la inoculacién, la cabeza del animal
se ha desinfectado con cresol Y con tres apli-
caciones de tintura de yodo.

Se le lleva entonces al laboratorio de
inoculacion, donde se le coloca 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
mceision previa, con un trépano provisto de
una barrena de 13 mm. de largo por 2 mm.
de didmetro (Fig. 2). La punta del instru-
mento se dirige hacia la regién lateral ex-
terna del hemisferio izquierdo del cerebro
(cara lateral del 16bulo frontal). Como
dijimos ya, a cada animal se le hace una sola
inoculacién de 0,5 ¢.c.

Se inoculan a la vez, varios carneros ocho
por lo general los primeros sintomas de la
rabia aparecen siete a ocho dias después de
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la inoculacién; al noveno dia, cuando se en-
cuentran postrados, pero vivos aln, se las
sacrifica mediante la sangria de la carétida e
iInmediatamente después se les extrae el
cerebro.

Extraccion 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 coloca en una
bandeja. Hecho esto toda la superficie
craneal se bafia en alcohol 1odado, y se le
pasa cuidadosamente la llama de un mechero
de Bunsen. Se abre entonces el erdneo con un
cincel y un martillo de autopsia cortando una
abertura en forma de rombo (Fig. 3) paralela
al eje longitudinal de la cabeza Vv cuya dia-
gonal mayor se extiende desde la linea de
las orbitas hasta la cresta occipital y trans-
versalmente de un borde al otro del créneo.
Separadas las meninges v cortada la base
de la médula (Fig. 4), se extrae el cerebro y
se coloca 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 cual cada cerebro
se deposita en un recipiente esterilizado
(frasco de pyrex, de boca ancha y cerrado
herméticamente) V se somete a una tempera-

F16. 1.—Plataforma donde se su jeta la oveja mientras se le hace la inoculacién intracerebral.
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Fic. 2.—Lugar y meétodo de la trepanaciéon.

tura de —25°C en espera de los resultados de
las pruebas de esterilidad y de la titulacion
del virus contenido en el cerebro.

Para comprobar si el animal se encontraba
en perfectas condiciones, se lleva a cabo la
autopsia completa, v los resultados de la
misma se anotan e incorporan al protocolo
de la preparacion de la vacuna.

Pruebas de esterilidad y de virulencia

En condiciones asépticas se cortan por-
ciones de la corteza y de los pedinculos
cerebrales y se siembran en caldo de cultivo
contenido en tubos ordinarios y en tubos de
Hall para la prueba aerdbica y anaerdbica,
respectivamente. Estos cultivos se conservan
por un periodo de ccho dias a la tempera-
tura de 37°C, al mismo tiempo que se lleva a
cabo una titulacién para controlar la viru-
lencia de acuerdo con lo indicado anterior-
mente, o sea inoculando conejos intracere-
bralmente con diluciones crecientes de la
suspension de tejido cerebral.

Preparacion de la vacuna

La vacuna se prepara con los cerebros de
carnero que se han conservado a una tem-
peratura de —25°C por no mas de un mes. Se

sacan del refrigerador en los envases respec-
tivos y se deshielan rapidamente 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 v sin
anadir liquido alguno, la operacion de tri-
turacion se completa en un periodo de cuatro
minutos. Entonces se anade una pequefia
cantidad de solucién fisiologica esterilizada
y se deja en marcha la licuadora por otros
tres minutos para homogenizar el producto,
conseguido lo cual se toman muestras para
las pruebas de esterilidad vy se hace la dilu-
c16n definitiva en frascos de pyrex de cinco
litros de capacidad.

El solvente es una solucién salina fisiold-
gica estéril que se fenoliza en el momento
que se va a emplear. Para ello se disuelve
fenol puro en una solucién salina fisiolégica
a una concentracion de 5% y se diluye in-
mediatamente antes de emplearla de la
proporeién necesaria para obtener la con-
centracion final, de la vacuna que se desee.
Las cantidades se calculan de acuerdo con el
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Fra. 3.—Procedimiento de abrir el créneo.

F1G. 4. —Aspecto del eréneo después de abrir y levantar la tapa de los sesos.

peso de los cerebros como sigue: Esta suspensién se agita y luego se deja
2 ey 2R A 9 ‘aaq A N Ao P DIy
Cerebro de carnero ... 1 g reposar por 24 horas en una estufa a 22°C.

Solucién salina fisiologica estéril .. 16 cc. Al sacarla de alli se la envasa inmediata-
5% de fenol en solucién salina fisiolégica. 4 c.c. menteen ampollas de 5 c.c. de capacidad. Es
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F1G6. 5.—Extraccién del cerebro de la oveia.
J

A la izquierda, recipiente de pyrex donde se conserva el cerebro a baja temperatura.

esencial que la suspensién sea absoluta-
mente homogénea a fin de que cada ampolla
contenga exactamente la misma cantidad
de vacuna. Para ello es necesario agitaral
durante el proceso de llenar las ampollas, lo
que se consigue mediante el empleo de
adaptadores especiales y de un eje giratorio
de un turbo-agitador eléctrico. El eje gira-
torio, de acero inoxidable (de alrededor de
35 em. de longitud), la turbina y el adaptador
pueden separarse del motor para esterilizar-
los previamente. El trubo-agitador tiene la
ventaja sobre agitadores corrientes de hacer
posible una mayor homogenizacién de la
mezcla sin producir espuma. De este modo
se pueden envasar cantidades ilimitadas de
vacuna en las ampollas con la certeza de una
rigurosa homogeneidad y, en consecuencia,
de una dosis precisa (Fig. 6).

Las ampollas de vacuna se conservan al
MENos por una semana a una temperatura
comprendida entre +2°C v 45°C antes de
enviarlas a empaquetar. Durante este pe-
riodo minimo de almacenaje se completa la

inactivacién del virus y se lleva a ecabo la
comprobacién final de la vacuna.

Comprobacién final de la vacuna

Antes de la distribucién para su uso, la va-
cuna es objeto de las pruebas siguientes:

(1) Prueba de esterilidad, descrita ya.

(2) Prueba de inactivacion mediante
inoculacién intracerebral en el conejo.

(3) Prueba de potencia. Esta puede ha-
cerse, bien por el método de Habel o por
medio de la prueba de control en conejos,
como indican Béquignon y Vialat.* Un
conejo que pesc 2 Kg. se vacuna subeutinea-
mente por 10 dias consecutivos con una
dosis de 2 c.c. diarios. Al cabo de treinta dias
el conejo debe estar a salvo de los efectos de
una inoculacién intracerebral de una dilu-
cion de virus fijo al 1:10.000.

Ademds de estas comprobaciones, mues-
tras de la vacuna se someten a otras compro-
baciones consistentes en una estimacion del

* Véase la Monografia No. 23 “Técnicas de La-
boratorio de Rabia”, de la Organizacién Mundial
de la Salud (Seccién 14, pdg. 125).



Mayo 1956]

VACUNA FENOLIZADA: TIPO SEMPLE 42

~J

Fra. 6.—Distribucién en ampollas de la vacuna antirrdbica.

Adviértase el turboagitador sumergido en la suspension de vacuna, gracias a lo cual el virus se

distribuye por igual antes de su distribucion.

extracto seco y del fenol, asi como en la
determinacion del pH.

Periodo de empleo

La vacuna se puede usar por un periodo de
('f'il'l(_‘-{} meses a moimento (](‘ S
distribucién, siempre v cuando se mantenga
a una temperatura comprendida entre 2°C
y 5°C por todo el periodo. Si no se puede
contar con almacenaje a baja temperatur:
el periodo de validez se reduce a dos o tres
meses, de acuerdo con el clima de la region a
que se destina.

La vacuna fenolizada no se debe congelar

contar del

en ningin momento ya sea durante su
preparacion o durante su almacenaje.

Método de cmpleo

La vacuna se envasa en cajas de 20
ampollas de 5 c.c. cada una, lote que pro-
porciona un tratamiento completo. En caso
de mordeduras graves o en la cara se reco-
mienda un tratamiento de 30 inyecciones y
no de 20, que es el tratamiento estdndar.
Tratindose de ninos menores de 10 aiios el
volumen de las inyecciones de vacuna se
reduce a la mitad.



