CARACTERISTICAS DE UNA CEPA DE VIRUS RABICO
AISLADA DEL CEREBRO DE DESMODUS ROTUNDUS

Dres. E. Fuenzalida® y O. P. Larghi*®

En este trabajo se describen algunas diferencias inmunogéni-
cas entre una cepa aislada de Desmodus rotundus (DRI9) y
la cepa CVS, demostradas por seroneutralizacién y por pro-
teccién cruzada; ademds se describe la virulencia de aquella
cepa para cobayos, ratones y bovinos por distintas vias de
inoculacién. Basdndose en los resultados obtenidos en estas
experiencias, se recomienda el uso de una cepa de origen
Desmodus para controlar la inmunidad conferida por vacunas
para uso bovino fanto en esta especie como en animales de

laboratorio.

Introduccion

El Comité de Expertos en Rabia de la

recomienda gue “ninguna vacuna

"""""""" 1
debe ser aprobada para uso en el campo a
menos que demuestre, por medio de un ex-
perimento disefiado adecuadamente, que
produce una inmunidad de por lo menos un
afio en la especie para la que se ha pre-
parado” (7).

En el Canada, donde la rabia bovina es
producida por mordedura de zorros, se ha
usado una suspensién de glandulas salivales
de zorros rabiosos para evaluar la protec-
cién que la vacuna ERA conflere a bovi-
nos (2).

Desde México hasta el norte de la Argen-
tina, la rabia en bovinos se debe principal-
mente a la mordedura del Desmodus rotun-
dus (3). Para medir la proteccién produ-
cida por vacunas antirrdbicas destinadas
a usarse en el ganado de estas regiones,
deberia emplearse en la exposicion virus ais-
lado directamente de aquellos quirépteros.
Sin embargo, es muy dificil lograr este
requisito debido a la imposibilidad de ob-
tener un ndmero suficiente de ejemplares
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infectados para preparar el inéculo, en el
volumen y la virulencia requeridos.

Los laboratorios del Centro Panamericano
de Zoonosis (CEPANZO) han dedicado
gran parte de sus tareas de investigacion a
evaluar la capacidad inmunogénica de dife-
rentes vacunas antirrdbicas para bovinos (4,
5). Para exponer a los animales vacunados
se ha usado una cepa de virus rdbico aislado
de un D. rotundus en el Brasil 2, la que se ha
mantenido en un nimero limitado de pasajes
en ratones para conservar, en lo posible, sus
caracteristicas originales.

En este trabajo se estudian las caracteris-
ticas inmunogénicas y de virulencia de esta
cepa para distintas especies animales.

Materiales y métodos

Animales. Se usaron ratones albinos de
tres a cuatro semanas, hamsters de la misma
edad, y cobayos de 300 a 400 gramos.

Los bovinos utilizados se criaron en el
Campo Anexo del Centro o adquiridos en las
vecindades de la zona, que se considera libre
de rabia urbana y silvestre. Estos animales
tenfan de uno a cuatro afios.

Cepas de virus rdbico. La cepa DR19 es

s Provista gentilmente por el Dr. R. A. da Silva,
Instituto de Biologia Animal, Rio de Janeiro, Brasil.
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la cepa de virus objeto de este estudio. Desde
su aislamiento del cerebro de un D. rotundus
se habia pasado 18 veces por via intracere-
bral (IC) en ratones. La CVS se obtuvo por
intermedio de la Organizacién Mundial de
la Salud y se usé como cepa estindar, en
su pasaje en el ratén niimero 27. La Apipé-1
se usd en su primer pasaje en ratén, después
de su aislamiento de un D. rotundus captu-
rado en la isla Apipé, provincia de Co-
rrientes, Argentina, en 1970.

Cada una de estas cepas fue inoculada IC
en 100 a 200 ratones de tres a cuatro sema-
nas de edad. Se cosecharon los cerebros de
aquellos que presentaron postracién y se
preparé una suspensién al 20% (p/v), la
que se centrifugé a 1000 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante se distribuyé en
ampolias en voltimenes de 1 ml, que luego
se almacenaron a —70°C. Este fue el “lote
de trabajo”. Una parte de la suspensién
centrifugada fue envasada y liofilizada, y
paso a ser el “lote semilla”.

Virulencia. La cepa DR19 se titulé por
via IC en ratones y por via intramuscular
(IM) en ratones y cobayos. La dosis IC
para ratén fue de 0.03 ml; la dosis IM para
ratén fue de 0.1 ml. y para cobayos 0.3 ml.
Los bovinos se infectaron en el musculo
masetero con 2 ml de distintas diluciones de
la suspensién viral.

Por otra parte, se intentd aislar virus de
la saliva de los animales inoculados que
desarrollaron la enfermedad y cuyos cere-
bros se sometieron a la técnica de Sellers (6)
y de anticuerpos fluorescentes (AF) para
rabia (7) con el fin de verificar 1a causa de
la muerte.

Sueros inmunes. Se hicieron mezclas de
sueros en partes iguales de la siguiente
manera:

ERA-I: Sueros de 16 bovinos que se
habian sangrado 30 dias después de inmuni-
zados con vacuna ERA (8).

ERA-II: Sueros de ocho bovinos inmuni-
zados con vacuna ERA, que recibieron un

refuerzo con la misma vacuna a los 30 dias
de la primera vacunacién y se sangraron
ocho dias mas tarde.

CRL-I: Sueros de 10 bovinos inmuniza-
dos con vacuna de cerebro de ratén lactante
(CRL) adsorbida en hidréxido de alumi-
nio (9), sangrados 30 dias después de la
vacunacion.

CRL-II: Sueros de los 10 bovinos ante-
riores (CRL-I), sangrados 200 dias después
de la vacunacién.

HEP-I: Sueros de 10 bovinos inmuniza-
dos con vacuna Flury HEP (10), sangrados
30 dias después de la vacunacién.

HEP-II: Sueros de los bovinos anteriores
(HEP-T) sangrados 200 dias después de la
vacunacion.

Seroneutralizacion. Las cepas virales
DR19 y CVS se compararon mediante la
prueba de seroneutralizaciéon (11), frente a
las mezclas de sueros ya descritas.

Vacunas. Se emplearon las siguientes: la
CRL-CVS, que es de tipo CRL (I2) pro-
ducida con la cepa CVS solamente. La
CRL-DR19, vacuna tipo CRL producida
solo con la cepa DR19, y 1a Ref-CPZ-1, que
es una vacuna de referencia preparada en los
laboratorios de CEPANZO, y cuyo valor
antigénico es igual a 0.66 de la vacuna de
referencia de los NIH, lote 173, determinado
por la prueba de potencia de esos Institu-
tos (13).

La potencia de las dos primeras vacunas
se determiné por medio de aquella prueba
usando la Ref-CPZ-1 como vacuna de refe-
rencia y exponiendo los ratones inmunizados
con las cepas CVS y DR19. La dosis efec-
tiva 50% (DE;,) fue determinada de
acuerdo con la dilucién en que las vacunas
protegieron el 50% de los animales vacuna-
dos, tal como se describié anteriormente
(14).

Resultados

En el cuadro 1 se presentan los titulos
obtenidos con las cepas CVS, DR19 y
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CUADRO 1—Comparacién de los titulos obtenidos con tres cepas de virus rabico en animales

de laboratoric.

Ratén adulto Cobayo
Cepa IC, DLs0/0.03 ml IM, DLso/0.1 ml IM, DLso/0.3 mi
CVs 1070 103.0 10L7
DR19 1064 1034 104.9
Apipé-1 1045 1020 1028

Apipé-1, cuando se las inoculé IC en rato-
nes adultos, e IM en cobayos. Con las tres
cepas se observé que la via IM fue menos
infectante en ratones que la IC, con una
diferencia de titulos entre ambas vias que
iban desde 2.5 a 4 log. En la inoculacién
IM en cobayos, las cepas DR19 y Apipé-1

fueron mas infectantes que la cepa CVS,
En el cuadro 2 se sefialan los periodos de

cu Lnn n“ da TYR 10 ~heervndas en rotanag

upa UL B7IN 17 UUOLVLI VAUUD Wil LaLuUiivD,

cobayos hédmsters inoculados por via IC
e IM.

Las impresiones de cerebros de ratones
postrados o muertos después de la inocula-
cién de DR19, tefiidas con la técnica de
Sellers, presentaron escasos corplisculos de
Negri, de tamafio reducido y poca variacién
en su forma; en cambio, con la técnica de
AF se evidencié abundante cantidad de
antigeno.

CUADRO 2—Periodos de incubacién de la cepa DR19
en animales de laboratorio,

1C CIM
Especie (en dias} (en dias)
Raton adulto 6-8 7-9
Cobayo N.H.® 10-18
Hamster 7 9
a No hecho.

CUADRO 3—Mertalidad producida en bovinos

El cuadro 3 muestra los resultados de la
inoculacién IM de 33 bovinos con la cepa
DR19. Veinticinco de estos animales
(75% ) murieron de rabia, 23 de ellos
tuvieron perfodos de incubacién que fluc-
tuaron entre 10 y 32 dias y dos casos

de de log 120 dias,

LQG
Qs

y

enfermaron

diluciones méas efectivas fueron 10713
1017, En todas las edades se obtuvo una
mortalidad del 75% al 100%, excepio en
uno de los experimentos en que se usé la
dilucién 102 y en el cual se logrd infectar
s6lo el 40% de los animales inoculados.

Le eliminacién del virus DR19 por saliva
solamente pudo comprobarse en dos de los
cuatro hamsters inoculados (cuadro 4),
mientras que no pudo aislarse el virus de la
saliva de cobayos ni de bovinos que mu-
rieron de rabia.

spués

La caracteristica de la cepa DR19 para
ser neutralizada por sueros obtenidos de
bovinos inmunizados con diferentes vacunas
se presenta en el cuadro 5. En él se com-
paran los titulos obtenidos cuando los
sueros se mezclaron con aquelia cepa y con

la cepa CVS. En la prucba se constatd que
el poder neutralizante de los sueros fue

con la cepa DR19 por via IM en el masetero.*

Edad de los Periodo de
bovinos Dilucién Muertos/ Porcentaje de incubacién
(en afios) usada inoculados mortalidad (en dias)
1 1017 5/5 100 14-30
1 10-2 4/5 80 15-160
1 10-2 2/5 40 20-26
2-4 1013 6/8 75 16-32
2-4 10-2 3/4 75 16-123
2-3 10-13 5/6 83 10-25

& Dosis: 2 ml.
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CUADRO 4—Eliminacién del virus por la saliva de dis-

tintas especies de animales infectados con la cepa DR19.

Niimero de Nimero de
animales animales con
Especie infectados virus en la saliva
Cobayos 10 0
Bovinos 13 0
Hamsters 4 2

CUADRO 5—Comparacién de los tltulos de SN frente
a CVS y DR19 de sveros de bovinos inmunizades con
distintas vacunas,

Cepas
Sueros » CVS (29 DLso) DR19 (31 DLso)
ERA 1 450 10
ERA II 840 41
CRL I 211 29
CRL II 31 18
HEP 1 75 8
HEP II 4 <2

= Véase el texio. .
b Reciproca de la dilucion que protege al 50% de los
ratones inoculados.

constantemente menor frente a la cepa
DR19. Un suero que tenia titulo bajo de SN
con CVS, fue negativo con DR19.

En el cuadro 6 aparecen los resultados
obtenidos en la prueba cruzada de los NIH,
de vacunas tipo CRL preparadas con DR19
y con CVS. La vacuna elaborada con DR19
tuvo un valor antigénico 15 veces menor al
de la vacuna preparada con ¢l virus fijo CVS,
cuando ambas fueron expuestas a esta 1l-
tima cepa. Cuando la exposicién fue reali-
zada con la cepa DRI19, ambas vacunas
tuvieron un valor antigénico similar, aunque
todas las vacunas incluyendo la de referen-
cia, fueron mds potentes al ser confrontadas
con DR 19 que al serlo con CVS. Las DLs,
de confrontacién empleadas con ambas

cepas fueron pricticamente las mismas, 79
para CVS y 74 para DR19.

Discusion

La cepa de virus rébico denominado
DR19 parece conservar algunas caracteris-
ticas originales de virus de la calle, a pesar
de los pasajes experimentados en ratones.
La diferencia principal con el virus fijo CVS
consiste en su gran efectividad para infectar
animales de laboratorio por via IM, obser-
véndose una mayor similitud en este aspecto
con el virus Apipé-1, de reciente aisla-
miento. Se necesitaron 1092 DLj, IC en
ratones para que el CVS infectara cobayos
por via IM, mientras que solo 1025 DL;, en
ratones de la cepa DR19 y 10%7 de ia cepa
Apipé-1 fueron suficientes para infectar los
cobayos por aquella via. Por otra parte, el
aislamiento del virus de la saliva de animales
inoculados con la cepa DR 19 seria una evi-
dencia mis de que conserva caracteristicas
de virus de la calle. El hamster fue la
especie que elimind virus por la saliva y de
acuerdo con Reagan ef al. (I5), es mas
susceptible al virus rébico que los ratones.

Llaman la atencién los resultados de la
prueba de SN con sueros de bovinos inmuni-
zados con tres tipos de vacunas antirrdbicas
(ERA, HEP y CRL) donde los titulos
obtenidos con la cepa DR 19 fueron menores
que los obtenidos con CVS, a pesar de que
las cantidades de DLj, usadas para cada
virus fueron pricticamente las mismas (31
y 29 DLs,, respectivamente).

CUADRO 6—Potencia de vacunas fipe CRL preparadas con CVS o DR19, desafiadas con virus

CVS o DR19 en la prueba de los NIH.

Cepa de desafio, prueba de los NIH

CVS (79 DLso)

DR19 (74 DLso)

Vacuna

DEgo® VAbP DEso* VA
CRL-CVS al 2.5%, 200 22 >625 5
CRL-DR19 al 59, 14 1.5 >625 5
Ref-CPZ-1 al 109, 9 1 >125 1

a DEsoe reciproca de la dilucién de la vacuna que protege al 50% de los ratones vacunados.

b Valor antigénico.
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A pesar de que en la prueba de SN no se
incluy6 un suero anti-DR 19 fue evidente que
los sueros de los bovinos inmunizados con
distintos tipos de vacuna, todas preparadas
con cepas originalmente aisladas de perros,
neutralizaron més a la cepa CVS que a la
DR19.

Lo ocurrido en las pruebas de potencia
de los NIH donde todas las vacunas prote-
gieron el 50% de los ratones vacunados
(DEsy) en diluciones mayores cuando se
confrontaron con DR19 que cuando se lo
hizo con CVS, podria explicarse de la si-
guiente manera: el virus de confrontacién
constituye un refuerzo para los animales
inmunizados previamente, y produce una
respuesta secundaria. Si bien las respuestas
secundarias comienzan a los tres dias, no se
completan hasta después de los ocho dias
del refuerzo. En este caso la cepa CVS, con
un corto periodo de incubacidn, habria pro-
ducido la enfermedad antes de completarse
la respuesta secundaria; en cambio, la cepa
DR19 habria completado su incubacién
cuando esa respuesta estaba en pleno apo-
geo. Como consecuencia, las vacunas ha-
brian producido una mayor proteccién
contra esa cepa viral.

Gallia (I6) obtuvo resultados de alguna
manera similares a los nuestros en las prue-
bas de seroneutralizacién e inmunidad cru-
zada, aunque las técnicas usadas en ambos
casos fueron distintas; Gallia usd concen-
traciones constantes de sueros y vacunas
contra diluciones de virus de desafio, mien-
tras que en este trabajo se mantuvo cons-
tante esta ultima contra extincién del suero
y del antigeno de las vacunas.

La cepa Bolivar usada por Gallia era
similar a la DR19, por provenir ambas de
un ciclo de rabia que es mantenido en la
naturaleza por los vampiros. Ademas, las
cepas Pasteur y CVS usadas por Gallia y
estos autores, respectivamente, provienen
del ciclo de rabia canina. Todas estas cepas
tienen las mismas caracteristicas para su

identificacion frente a un suero antirrdbico,
pero hay que aceptar diferencia en su pato-
genicidad y en este trabajo se presentan algu-
nas diferencias inmunolégicas entre DR19 y
CVSs.

Dado que las vacunas para bovinos que se
usan en América Latina son para proteger
esa especie contra la rabia transmitida por
vampiros, la cepa DR19 o una similar serfa
méas apropiada que cepas aisladas de perros
0 zorros, para medir la inmunidad de bovi-
nos vacunados. Considerando que lo mismo
debe aplicarse para el control de potencia de
vacunas de uso bovino en animales de labo-
ratorio, CEPANZO estd usando la cepa
DR19 con este propésito hace ya algin
tiempo, y seria conveniente que todos aque-
llos que controlan ese tipo de vacuna tam-
bién usaran esta cepa o una similar.

Resumen

Una cepa de virus rabico (DR19) aislada
del cerebro de Desmodus rotundus y man-
tenida con un ndmero limitado de pasajes
en ratén, ha conservado algunas de sus
propiedades de virus de la calle: elimi-
nacién del virus por saliva en hémsters,
mayor infectividad por via intramuscular
para animales de laboratorio que la cepa
CVS y buena infectividad para bovinos por
esa ruta de inoculacién. Por otra parte, se
demostraron diferencias entre las cepas
DR19 y CVS por medio de seroneutraliza-
cibn y proteccidn cruzada. Se sugiere la
conveniencia de usar una cepa proveniente
de vampiro para controlar vacunas anti-
rribicas para uso bovino en América
Latina. OJ
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Characteristics of a rabies virus strain taken from the brain of
Desmodus rotundus {Summary)

A rabies virus strain (DR19), isolated from
the brain of a vampire bat (Desmodus rotundus)
and maintained by a limited number of pas-
sages through mice, retained some of its street
virus properties: elimination of the virus
through saliva in hamsters; greater ability to
infect laboratory animals through intramuscular
inoculation than that of the CVS rabies virus
strain; and good ability to infect cattle through

said means of inoculation. In addition, differ-
ences between the DR19 and CVS strains were
proven by serum neutralization and cross-im-
munization. The report recommends using a
rabies virus strain taken from Desmodus in
testing the immunity conferred by antirabies
vaccines administered to cattle and laboratory
animals in Latin America.

Caracteristicas de uma cepa de virus rébico isolada do cérebro de
Desmodus rotundus (Resumo)

Uma cepa de virus rdbico (DR19) isolada
do cérebro de Desmodus rotundus y man-
tida com um nimero limitado de passagens em

rato, conservou algumas de suas propiedades
de virus da rua: eliminagfo do virus por saliva
em “hamsters”, maior propensdo a infecgdo por
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via intramuscular para animais de laboratdrio
que a cepa CVS e boa infectividade para bovi-
nos por essa via de inoculagfo. Por outra parte,
foram demonstradas diferengas entre as cepas
DRI19 e CVS por meio de sero-neutralizacéo e

protegdo cruzada. Sugere-se a conveniencia de
utilizar uma cepa proveniente de vampiro para
controlar vacinas antirrdbicas para uso bovino
na América Latina.

Caractéristiques d’une souche de virus rabique préparée & partir
du tissu cérébral de Desmodus rofundus (Résumé)

Une souche de virus rabique (DR19) pré-
parée & partir du tissu cérébral de Desmodus
rotundus et maintenue avec un nombre limité
de passages chez la souris, a gardé quelques-
unes de ses propriétés de virus des rues:
élimination du virus par la salive chez les
hamsters, une plus grande contagiosité par voie
intramusculaire pour les animaux de labora-
toire que la souche CVS et une assez forte

contagiosité pour les bovins par cette voie
d’inoculation. D’autre part, on a constaté des
différences entre les souches DR19 et CVS au
moyen de la séroneutralisation et de 'immu-
nisation croisée. L’auteur recommande I'em-
ploi d’une souche provenant de vampires en
vue d’exercer un contrdle sur les vaccins anti-
rabiques destinés aux bovins en Amérique
Iatine.



