VACUNAS ANTIRRABICAS*
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El autor describe en detalle la rabia humana, sus reservorios,
y los caracteres bioldgicos del virus rdbico. Asimismo, exa-
mina las distintas vacunas incluyendo la original de Pasteur,
otras de virus fijo, y las de virus vivo, y evaliia las ventajas e
inconvenientes de cada una de ellas. También hace referencia
a los procesos de purificacion e inactivacién, a las pruebas de
potencia e inocuidad de las vacunas, y su accién y valor en el
tratamiento de la rabia.

Desde los tiempos més antiguos se conoce
la relacién entre la rabia humana y la
canina. Los carnivoros, en general, pueden
constituir un reservorio epidémico; pero en
particular, seglin trabajos recientes, se su-
giere que, por lo menos en algunos paises,
los mustélidos (v.g. turén, zorrillo), los
vivérridos (v.g. mangostas) y los quirépte-
ros (v.g. murciélagos) constituyen huéspedes
permanentes del virus de la rabia. En algu-
nos de estos animales existe la infeccién en
forma inaparente y no encefalitica. Sin em-
bargo, el hombre y todos los animales de
sangre caliente son susceptibles a la enferme-
dad cuando se presenta en forma de infec-
cién aguda del sistema nervioso central.

La infeccién humana estd siempre
relacionada con la exposicién a un animal
rabioso, y la manifestacién de sintomas
puede durar desde unos dias hasta muchos
meses y posiblemente afios (I). La varia-
cién del periodo de incubacién depende en
gran parte de la localizacién anatémica y
gravedad de la lesién, y de la magnitud de
la infeccién en el momento de la exposicién.
La mortalidad humana en los casos no tra-
tados se aproxima al 100%, y el tratamiento

1 Este es el octavo articulo publicado en espafiol de
la serie que se publicé en inglés en el Brit Med Bull
25(2), 1969. Se reproduce aqui con la autorizacién de
dicha revista. El primer articulo se publicé en el
Boletin de noviembre de 1972.

2 Instituto Lister de Medicina Preventiva, Elstree,
Hertfordshire, Inglaterra.

es ineficaz después de la manifestacién de
sintomas.

El virus fijo

Los famosos experimentos de Pasteur (2,
3) demostraron que el virus de la rabia se
encontraba siempre en el sistema nervioso
central de animales que fallecian de 1Ia
enfermedad, y que con él podian hacerse
pases en conejos por via subdural, con lo
que se¢ alteraba eventualmente sus caracteres.

Esta alteracién o “fijacién” de cepas
salvajes de virus de la rabia (virus de
calle) acorta el periodo de incubacién a un
plazo fijo (5 a 8 dias). Los caracteristicos
corptisculos de Negri en el sistema ner-
vioso central, que indican un diagnéstico de
infeccién por virus de calle, se producen con
rareza en el caso de virus fijo. Las cepas fijas
siguen siendo neurotrdpicas y su virulencia
para el sistema nervioso central de los anima-
les aumenta con frecuencia. Estas cepas pro-
ducen sintomas de parilisis més bien que
de furia. No obstante, por la via subcutidnea
la infecciosidad disminuye notablemente,
aunque no siempre se elimina del todo; varia
segin la cepa de virus, la dosificacién y el
huésped que la recibe. La modificacién de
un virus por pases seriados en diferente
huésped proporciond no solo material para
la primera vacuna antirrdbica, sino también
un modelo clasico para el empleo de vacunas
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vivas en la lucha contra otras muchas
enfermedades infecciosas.

Reacciones vacunales

Los tejidos neurales de animales adultos
infectados por via intracraneal con virus
fijo de rabia constituyen fuentes abundantes
de virus para la preparacién econdémica de
vacunas de eficacia terapéutica demostrada
(4-7). Los anticuerpos circulantes inducidos
en el curso del tratamiento persisten durante
muchos afios, y su concentracién se puede
aumentar ficilmente con dosis vacunales de
refuerzo (&).

El régimen diario prolongado, por lo
general prescrito para las vacunas anti-
rribicas, ha ido siempre acompafiado de una
elevada tasa de reacciones posvacunales,
que varfan desde reacciones generalizadas
y locales benignas hasta graves dafios neuro-
légicos e incluso a veces la muerte. Los
sintomas paraliticos subsiguientes al trata-
miento antirrdbico se han atribuido a dos
causas principales. Una de ellas, afortunada-
mente rara, es la infeccién con el “virus
fixé” presente en la vacuna. La “rage de
laboratoire” (9) ha sido objeto de contro-
versia desde la época de Pasteur, y un
reciente accidente ocurrido en el Brasil (10),
en el que murieron 18 personas, se atribuyd
directamente a la presencia de virus vivo en
una vacuna de tipo Fermi de la que se habian
administrado tres o cuatro dosis. Asimismo,
se produjo un accidente veterinario que
afecté a 50 bovinos después de la adminis-
tracién de una vacuna viva atenuada, pre-
parada en embridn de pollo, prescrita para
perros pero no para los bovinos (/1, 12,
pag. 95). Estos resultados recalcan que la
fijacién es un término relacionado tanto con
el huésped para el que se ha realizado esta
operacién como con la dosis administrada,
y sugieren que en el empleo de vacunas anti-
rrabicas de virus vivos en el hombre se debe
preceder con extremo cuidado.

La segunda causa de los sintomas parali-

ticos son las lesiones desmielizantes del sis-
tema nervioso central (I3, I4), que desde
hace mucho tiempo se han relacionado con
el empleo de vacunas derivadas del tejido
neural de animales maduros. Los efectos
varian desde trastornos neuroldgicos transi-
torios hasta la parélisis permanente, y a veces
la muerte. Se han notificado incidencias que
oscilan entre 1 por 527 y 1 por 8,500
(15-18). La etiologia es similar a la de la
encefalomielitis alérgica experimental (19,
20), y se produce en cobayos incluso con
material cerebral isdlogo en presencia de
adyuvantes apropiados. El alérgeno esta
relacionado con el elemento de mielina del
tejido neural (21).

Vacunas preparadas en tejido cerebral
de mamiferos adultes

Al cabo de un afio de haberse introducido
el procedimiento de inmunizacién del hom-
bre, después de la exposicién a la enferme-
dad, se habian tratado unas 2,500 personas,
entre las cuales solo se registraron 12 de-
funciones (22, 23). La vacuna de Pasteur
consistia en suspensiones de médula espinal
de conejo infectado que habia sido sometida
a un proceso de desecacién en hidrdéxido
potdsico durante distintos periodos. Este
material desecado durante 5 6 6 dias solfa
ser no infeccioso, y el tratado durante un
periodo mas breve contenia virus viable en
cantidades proporcionales a la duracién del
periodo de desecacién. El primer caso de
Pasteur recibié 11 inyecciones subcutineas
diarias de vacuna que habia sido desecada
durante periodos comsecutivos més breves,
la primera dosis durante 14 dias y la dltima
durante uno. Esta clase de tratamiento, con
modificaciones de menor importancia, se
empled en Francia durante los 60 afios
subsiguientes. Durante este periodo la
preparacién de vacuna mejord, pero la
posologia recomendada sigue siendo tan
heréica como la descrita por Pasteur hace
casi un siglo.
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Pronto se introdujeron modificaciones
numerosas en las suspensiones originales
de médula infectada utilizadas por Pasteur
(37). Todavia se siguen empleando en
general tres vacunas derivadas de tejido
cerebral de adultos que tuvieron su origen
en la época de Pasteur (cuadro 1): las de
Fermi (24), Semple (25) y Hempt (26).
La primera de estas preparaciones consiste
de una mezcla de vacuna viva atenuada y de
vacuna muerta. Es una suspensién acuosa
al 5% de tejido cerebral de ovejas inoculadas
con virus de rabia fijo. El virus se inactiva
parcialmente con fenol (0.5-1.0%) a 22°
C, y la concentracién de virus vivo residual
es de alrededor de 1027 DL;,/0.03 ml en
ratones (38). La vacuna de Hempt se inac-
tivaba originalmente con éter —método
favorecido por varios investigadores— y
que puede eliminar también los encefalito-
genos del material cerebral (39) como se
verd mas adelante al tratar de las “vacunas
purificadas”. La susceptibilidad de las cepas
de virus rabico al éter varfa, y el método
de aplicacién afecta también a la inactivacién
con éter; por lo comfn, el virus termina de
inactivarse mediante la adicién de fenol. La
vacuna de Hempt se emplea en Alemania y
su eficacia es variable (40).

La vacuna de tipo Semple es la que se
prepara probablemente con mas regularidad
y la que se emplea mas, por lo general, para
el tratamiento posterior a la exposicién. En
1a preparacién de esta vacuna hay numerosas
modificaciones de menor importancia. EI
método descrito por Seligmann (47, péag.
110) se ajusta a las normas de los Institutos
Nacionales de Salud (EUA). El cerebro de
conejo infectado con un derivado sumamente
antigeno del virus fijo original de Pasteur
incluye la semilla. Debe poseer un elevado
titulo virico, y hay que determinar la identi-
dad del virus mediante la neutralizacién con
un antisuero especifico y conocido de la
rabia. Los conejos sanos inoculados con la
semilla por lo normal presentan paralisis en
el plazo de 5 a 7 dias después de la inocula-

cién. Los cerebros se recolectan aséptica-
mente cuando los animales estdn moribundos
pero no muertos. Se procede a la emulsifi-
cacién de los cerebros en solucién salina
para obtener suspensiones finas de concen-
tracién tisular conocida. El material se
enfria a 0° C durante la emulsificacién,
puesto que el virus rabico es particularmente
termolabil. Los titulos viricos de suspensién
cerebral, peso por volumen al 10%, deben
exceder de 10% DI.;,/0.03 ml en ratones.
Las suspensiones viricas de titulo inferior
son muy poco inmundgenas, no sélo porque
la dosis de antigeno es pequefia sino porque
el fenol empleado para la inactivacién des-
truye la antigenicidad. Por lo comin se
obtiene la completa inactivacién del virus
con fenol a una concentracién de 0.5 a 1.0%
a temperaturas de 20° C a 30° C durante 48
a 72 horas. Después de las pruebas de
esterilidad bacteriolégica, ausencia de virus
viable y actividad antigena, la vacuna asi
preparada puede contener de 5 a 10% de
tejido cerebral, 0.25 a 0.5% de fenol y
posiblemente 1:10,000 de tiomersal como
agente de conservacién. En almacenamiento
a la temperatura de 2° a 5° C, la vacuna
dura 6 meses. No debe congelarse porque
el fenol en estas condiciones perjudica la
antigenicidad.

Vacunas preparadas en tejido aviar

Vacuna de embrion de pollo

La cepa Flury de virus ribico se aislé de
cerebro humano y se fij6 mediante la pro-
pagacién seriada en huéspedes no mami-
feros (42); mds tarde se logré su prolifera-
cién en embrién de pollo (27). La vacuna
Flury LEP consiste en virus vivo con bajo
nimero de pases en huevo (40 a 50). De
una suspensién de embridn entero al 33%
(43) se liofilizan preparaciones viricas que
contienen 10® a 10* DLs/0.03 ml en
ratén. La vacuna es antigena en el perro;
es también avirulenta para esos animales,
aunque retiene cierta patogenicidad para los



513

VACUNAS ANTIRRABICAS

Turner

‘(oasny) sased op orswnu
opesdlg —daH ‘(oasny) sssed op olownu ofeq —ddT uoOISodxa el 9p spndsep ojuslwielel], —I  “ednsgoid uopeziunwiul —]  [RNUS 0SOIARU  BWISIS = DNS :seISIg

seuewny saprojdip

— Tejuswradxy BPBAIORUI D BAIA SB[N[PO US 0ANND) 5961 (98) nismoadoy £ 1011

eunuu £ (220 (1 £ 12) euewINy BPERANIORU] ompewul ofsuod 3p DNS 961 (c£) Jomreeg £ wueunnuIYog ‘wadsio)
OpId 2p

BUITUIA (D) sepewuy EPENUSTE BAIA [eualL OpIfs) Us 0ATNND 961 (7€) UsPqQy

(€£) eAdpasI £

ruIIUIT £ [BI0T] (1. £ 1) euewIN BPBATIORU] rINpRWUL BIRI 9P DNS 0961 RARYSABPIOIN-19AS ‘AYSABDPIOIN -19AS

ofjod p uouqwa (z¢) smoadoyy

— [eruamradxy epENUSIE BAIA AIn[] 9p XE[nsi} 0AnRInD 0961 £ Yas10g ‘1a30op ‘uepded
soupuIny U 0129110 9p

eI 1eruswredyg epeANORU] Jeusx opifol sp oAnnn)d 0961 (7c) ofusg

runUiU £ 2307 (1 £ 1) euewiny BPBRATIORU] oInpewur ugiel ap NS SS6I (0£) soweed A epiezusng

— () opeued £ oxvg BPENUIIE BAIA AS[OH ofjod op uorIquIg €561 (62) UI9ISWIOH A AOJRUION]

oASNY e BIBIS[Y (1 £ 1) euewinyg eprANORUL ojed ap uoLIquIy 0S61 (§2) uosdQIND A [emod

—_ (I) opeuen BPENUIE BAIA JHH A oftod ap uguquIg Y61 (£2) 0D A pysmoadoy

— (D) oldg epeEnUSIe BAIA 40T Am[] ofjod ap ugoLquIy Y61 (£2) x0D £ pismoxdoy

snyejeouy (1) euewinyy BPEAIIOBU]  SOJNPE SOJSJIWeuI 3p DNS ST61 (92) 1dwsHH

SHIT[BJa0uy (1) euewny epeAnorU| SO)[NPE SOISJIUBUIL 3P NS 1161 (¢z) aydwag

sijnjejoouy (1) euewnyy BAIA £ BPBATIORUI BIXIIN  SOINPE SOISJIUEBW 9P DNS 8061 (#2) wasg

sIIejeour (1) euewnyy BPENUSIE BAIA SOJAPE SOIIWRU P DNS G881 (zz) 1noyseq

mOuWEUQ EQ_UNOM—QG« BUNOEA B[ 2P BZI[BIMIEN OpezZI[n [elIa)e]\ 'O BOUAID2L £ .—Oﬁmr—._w_._o

SDOIGDUYUD SBUNIBA—] O¥AVND



514 BOLETIN DE LA OFICINA SANITARIA PANAMERICANA

Junio 1973

bovinos, gatos y cachorros. Se ha utilizado
satisfactoriamente para la inmunizacidn
canina en masa en varias campafias de erra-
dicacién de la rabia (44). La férmula de la
vacuna Flury HEP es similar y se prepara
con virus vivo de elevado ntimero de pases
en huevo (180). Esta vacuna se ha ensa-
yado considerablemente para la primovacu-
nacién del hombre (8, 45-47). Su empleo
se basé en la creencia de que el virus ate-
nuado experimenta una reproduccién limi-
tada en los tejidos no neurales del sujeto que
lo recibe. Sin embargo, cabe dudar que
asi ocurra en el hombre (12, pag. 95; 48,
49). En la ausencia de reproduccién, la
inmunogenicidad se relaciona con el conte-
nido intrinseco de virus y no resulta mejor
—y potencialmente es més peligrosa— que
las concentraciones andlogas de virus
muerto. La vacuna puede producir respues-
tas de anticuerpos en el hombre y no es
encefalitdgena, pero las dosis que poseen
antigenos suficientes contienen necesaria-
mente grandes cantidades de proteina de
tejido de pollo, lo que constituye también
un peligro de la inoculacién (48). Ademas,
los pases en embrién de pollo mantienen
estrictamente el estado de atenuacién de la
cepa Flury. El pase en ratones u otros
mamiferos puede causar reversidn a un es-
tado mas patégeno (50). La cepa de Kelev
(29) se emplea de manera similar en la
produccién de vacuna de embrién de pollo.
El Comité de Expertos de la OMS en Rabia
en su 5° Informe (57), sugiere que el em-
pleo de esta vacuna se limite a los animales.

Vacuna de embridon de pato

El cultivo de cepas fijas de virus rdbico a
un elevado titulo en embriones de pato (28)
permitid elaborar otra vacuna aviar casi
exenta de propiedades encefalitogenas (52).
Después de pasar las pruebas de actividad
establecida, esta vacuna solo fue objeto de
ensayos clinicos limitados; otras pruebas
demostraron que podia mantenerse una acti-
vidad adecuada después de la inactivacién

del virus con B-propiolactona (53, 54). La
vacuna se prepara mediante la inoculacién
de virus fijo en el saco vitelino de embriones
de pato de siete dias. Después de 12 a 14
dias de incubacién se recolectan los embrio-
nes sobrevivientes y se emulsifican. Una vez
purificado por filtracién y centrifugacién, el
virus se inactiva con 1 en 3,000 de B-pro-
piolactona; luego se liofiliza y se ensaya su
actividad e inocuidad por procedimientos
normales (55). Esta vacuna puede com-
pararse favorablemente con la de tejido
neural en lo que se refiere a la manifestacién
temprana y titulo de anticuerpos estimulados
(56). Puesto que esta relativamente exenta
de encefalitégenos se recomienda su empleo
para la inmunizacién profilictica de las
personas expuestas a un gran riesgo; los
regimenes de inmunizacién para estos suje-
tos han sido objeto de estudio (47). Algunos
autores no parecen convencidos de la efica-
cia de esta vacuna (12, pag. 95; 57, 58),y
las alergias a la proteina de huevo han pro-
ducido algunas reacciones graves (57). De
todas maneras, se recomienda la vacuna para
uso humano (57).

Vacunas preparadas en tejido cerebral
de animales inmaduros

Las sustancias de tejido cerebral que
causan encefalomielitis alérgica experimental
no estan presentes en los elementos neurales
no mielinados de embriones o animales re-
cién nacidos (60, 61). Esta circunstancia,
asi como la rapida multiplicacién del virus
rabico a un titulo elevado en el cerebro de
animales inmaduros, se aproveché para la
elaboracién de una vacuna de gran actividad
preparada en cerebro de ratén lactante,
inactivada con luz ultravioleta. Los ensayos
preliminares de la vacuna fueron satisfacto-
rios (30, 62); 16,943 personas tratadas con
esta vacuna, en Chile, no sufrieron encefali-
tis posvacunal y ninguna de ellas murié de
rabia a consecuencia de fallas del trata-
miento (63). Unos estudios realizados

e
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independientemente en Rusia establecieron
los limites de edad, antes de los cuales los
cerebros de ratén, rata, conejo y oveja
inmaduros no contenian ninguna sustancia
encefalitdgena. Las vacunas inactivadas con
fenol, preparadas en cerebro de rata lac-
tante, tanto liquidas como liofilizadas, consti-
tuyeron un buen antigeno para los animales
y elevaron los titulos de anticuerpos en el
hombre. Las reacciones generales en mds
de 9,500 personas de la URSS fueron mucho
menos numerosas que las de aquellos que
recibieron la vacuna tradicional de tipo
Fermi; no se registraron accidentes neuro-
paraliticos ni reacciones de choque, ni
siquiera en personas que corrian un riesgo
especial porque habian recibido un trata-
miento antirrdbico o tenfan antecedentes de
enfermedad del sistema nervioso central
(64). Una vacuna similar preparada en
cerebro de conejo lactante (de 4 a 5 dias de
edad) (35, 65), carecia de actividad encefa-
litbgena para los cobayos y mostraba una
elevada actividad y estabilidad; su aplicacién
humana provocé una buena reaccién de
anticuerpos sin ninguna complicacién neu-
rolégica.

La actividad, estabilidad y la ausencia
aparente de encefalitégenos en esas vacunas
representan ventajas evidentes. Ahora bien,
¢l gran nimero de animales inmaduros que
requiere, no solo plantea problemas de pro-
duccién en la manipulacién y recoleccién de
material cerebral, sino que también aumenta
de manera considerable el riesgo de contami-
nacién con virus murinos.

Vacunas preparadas en cultive tisular

Los informes sobre la propagaciéon del
virus rdbico en cultivos de tejidos neurales
embrionarios han sido objeto de estudio
(66), pero Kissling (67) fue el que logrd
por primera vez la proliferacién en células
de origen no neural. Este investigador consi-
guid la propagacion de cepas fijas en cultivos
primarios de células renales de Ccriceto.

Mediante esta técnica se elaboraron algunas
vacunas experimentales (68-70). Sin em-
bargo, debido a la proliferacién lenta y pro-
duccién escasa de virus, el método no resulta
prictico para una vacuna antirrabica de
cultivo celular para uso humano. Sin em-
bargo, los informes recientes sugieren que
distintas cepas de virus de rabia se repro-
ducirdin en cultivos celulares primarios,
estirpes celulares continuas y cepas de célu-
las, y que ademés, todos los sistemas de
cultivo celular muestran una susceptibilidad
variable tanto al virus de la calle como al
virus fijo (71, 72). La propagacién de
varias cepas patrén de virus rabico fijo en
cultivo celular revelé que muchas de ellas
pueden estar contaminadas por el virus de
coriomeningitis linfocitica (CML) (73, 74).
Este contaminante incrementa el titulo de
virus rabico en el cultivo celular (75) y tal
vez sea la explicacién de los resultados no
uniformes experimentados por los investiga-
dores en distintos laboratorios. No se han
demostrado todavia los dafios derivados de
la presencia de CML en vacunas de virus
muerto, pero los laboratorios de produccién
de vacunas tienen en cuenta la probable
presencia de esos contaminantes, en especial
cuando las cepas vacunales han pasado por
ratones (76).

Después de prolongados estudios de.
laboratorio, investigadores canadienses (31,
34, 77, 78) concibieron una vacuna de virus
vivo modificado preparada en cultivos celu-
lares de rifién de cerdo que se empled con
éxito en bovinos, ovinos, perros y caballos
(79, 80). En el mismo laboratorio se
prepard una vacuna inactivada propagada en
cultivo celular de rifién de criceto destetado,
destinada a uso humano. La vacunacién
profildctica de unas 600 personas sumamente
expuestas sugiere que esta vacuna es también
satisfactoria. Las reacciones a un plan de
inmunizacidn de tres dosis fueron muy pocas
y solo de caracter local. En el 95% de los
sujetos se obtuvieron titulos medios de
anticuerpos neutralizantes de 1 en 50 a 1 en
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60, pero no se dispone todavia de la evalua-
cién del tratamiento posterior a la exposicién
(68, 81).

Las cepas Flury de embrién de pollo,
nuevamente adaptadas a la proliferacién en
cultivos celulares de embrién de pollo (32)
han sido reproducidas en este substrato y
utilizadas para vacunar a los animales y al
hombre (82-86). Las cepas de células di-
ploides humanas (CCDH) han sido objeto
de considerable atencién (87) como substra-
tos apropiados para el cultivo de virus
rébico (88, 89); y se han descrito vacunas
preparadas en ellas con cepas fijas de utili-
dad establecida y con las cepas Flury adap-
tadas a tejido aviar (36, 90). Se afirma que
una vacuna inactivada con @-propiolactona
vy una vacuna Flury de virus vivo de esta
fuente poseen una actividad inmunogénica
muy superior a la vacuna normal tipo Sem-
ple. En ensayos realizados en primates se
obtuvieron elevadas concentraciones de anti-
cuerpos con més rapidez que cuando se
empled la vacuna convencional. Se informé
de una resistencia a la confrontacién masiva
con virus de la calle (dosis 107 infecciosas
para el hombre) después de la inyeccion de
vacuna de virus vivos o inactivados (72).
Estos resultados sugieren que la propagacion
de CCDH ha modificado aun més la cepa
Flury HEP de suerte que se efectia una
reproduccién extraneural en primates sin
que vaya acompafiada de patogenicidad.
Estas vacunas estan pendientes de ensayos en
primates y en el hombre (76).

Vacunas de componentes subviricos

Los antigenos viricos solubles hallados en
sobrenadantes exentos de virus de tejido
cerebral infectado de rabia (97, 92) reac-
cionan a los antisueros rabicos en las prue-
bas de fijacidon del complemento, pero no
producen anticuerpos neutralizantes (93).
También se han descrito antigenos solubles
de cultivos celulares (94) y de inclusiones
no infecciosas que contiene antigenos, pero

cualquier uso que se les pueda dar como
agentes terapéuticos todavia requiere expli-
cacién.

Vacunas purificadas

Los adelantos en los métodos fisicos y
quimicos de purificacién de virus sugieren
un procedimiento preferido por el autor de
este articulo, si bien hay diversidad de
opinién en cuanto a su utilidad (12, pag.
95; 95). Sea cual fuere el substrato em-
pleado para la preparacién del virus, es
necesario separar el antigeno virico de los
componentes extraviricos a fin de que las
normas para el control de vacunas anti-
rrébicas sean tan estrictas como las impues-
tas a otras vacunas viricas. Se han hecho
numerosas tentativas para eliminar los
encefalitdgenos de las suspensiones de tejido
cerebral (96-99). Se preparé en pequefia
escala una vacuna purificada, exenta de
alérgeno, en cerebro de ratén lactante
mediante la purificacién cromatografica en
celulosa de epiclorohidrina-trietanolamina
(ECTEOLA-celulosa) (100, 101).

Las propiedades fisicas y quimicas del
factor encefalitdgeno en tejido celular su-
gieren que se puede separar del virus rabico.
Teniendo en cuenta esta circunstancia,
Turner y Kaplan (/02) volvieron a investi-
gar varias propiedades de una cepa patrén
de virus rabico fijo tratando de hallar un
método de eliminacién del encefalitégeno
del cerebro de animales adultos infectados
de rabia, conservando al mismo tiempo la
infecciosidad y la inmunogenicidad. Entre
los varios disolventes ensayados, el fluoro-
carbono Arcton (/03), que se emplea en
gran escala para la purificacién de virus, no
solo dejo intacto al virus de la rabia sino
que extrajo la mayor parte —si no la totali-
dad— del encefalitégeno junto con una gran
cantidad de la proteina del huésped (104).

Métodos de inactivacién

Los métodos de inactivacién en la pro-
duccién de vacunas deberfan permitir la

oy
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obtencién de una vacuna inocua exenta en su
totalidad de virus vivo, con la maxima
antigenicidad y que facilitara una liofilizacién
efectiva. Los agentes inactivadores como la
formalina y el fenol se siguen empleando de
manera considerable pero ambos tienden a
disminuir la actividad a las temperaturas en
que se emplean (/05). Se han utilizado de
manera experimental numerosos agentes
quimicos inactivadores (106-109). Las va-
cunas inactivadas con métodos de irradia-
cién (110-112) suelen poseer mds actividad
y al parecer son mds estables que las
vacunas inactivadas com fenol. Para no
destruir la antigenicidad se requiere por lo
general un mecanismo especial asi como
tiempos de exposicidn bastante precisos. Sin
embargo, pueden prepararse vacunas de ele-
vada y constante actividad, con virus
inactivados con rayos ultravioleta o con
B-propiolactona (12, pag. 117).

La inmunogenicidad del virus vacunal
fotoinactivado por sensibilizacidn a la tincién
persiste después de una exposicién prolon-
gada a la luz (713, 114). El virus rdbico
puede ser fotoactivado (115), y los conejos
que fueron inmunizados con vacuna fotoin-
activada resistieron la confrontacién intra-
muscular pero no la intracerebral (17/6). La
comparacién de actividades de muestras de
la misma suspensién de virus inactivado por
este método y por los métodos tradicionales
confirma los efectos nocivos del fenol y la
formalina y sugiere que la fotoinactivacién
puede ser tan eficaz como la irradiacién
ultravioleta (cuadro 2). Estos lotes de

CUADRO 2—Efecte de diferentes métados de inacti-
vacién sobre la inmunogenicidad del virus rabico.

Medio de inactivacién LogiDPso
Luz y azul de metileno —1.12
Irradiacion ultravioleta —1.24
Fenol —0.69
@-propiolactona —1.01
Formalina —0.69

DPso: Dilucién requerida para proteger al 50% de ra-
tones de una dosis de confrontacién de 5-50 (22) DLso.

vacunas purificadas con Arcton fueron inac-
tivados por el método fotodindmico; las
pruebas estdndar indican que pueden ser
mejores y mdés inocuas que la vacuna Semple.

Ensayo de las vacunas

La inmunogenicidad de las vacunas veteri-
narias para la inmunizacién profilictica
contra la rabia puede evaluarse en los anima-
les a los que va destinada. Se pueden idear
métodos de evaluacién que simulen las
condiciones de la exposicién natural y re-
flejen directamente la capacidad protectora
de la vacuna de virus vivo o muerto. La
evaluacién de vacunas antirrdbicas para uso
humano en el tratamiento posterior a la
exposicion plantea distintos problemas. Aun-
que es posible determinar las respuestas de
anticuerpos previas a la recomendacién de
una posologia, resulta dificil, si no imposible,
organizar en forma debida ensayos précticos
bajo control porque la infeccién humana
encierra numerosas variables. Habel (12,
pag. 137) examind hace poco los criterios
para las pruebas de actividad y sugiere que
los prodecimientos de ensayo deben “. . . eva-
luar la propiedad de la vacuna que determina
su eficacia en . . . la profilaxis . . .”, ya que
no es practicable la simulacién del trata-
miento.

Las personas interesadas en los ensayos
de antigenos estdn familiarizadas con los
procedimientos a este respecto, los que
deben ser sencillos y practicables. Estos
procedimientos son del tipo de “quebranta-
miento de la inmunidad” en los que se
inmuniza a los animales con una cantidad
fija de antigeno y se someten a una con-
frontacién variable; o bien, del tipo de
“extincién del antigeno”, en los que se
administran cantidades de vacuna cada vez
menores, seguidas de una dosis de confronta-
cién fija. El empleo de animales de 1a misma
colonia, utilizando un virus de confrontacién
especifico, y la comparacién de los resulta-
dos obtenidos con los de una vacuna de
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al minimo la variabilidad de los resultados.
Los ratones son por lo general los animales
preferidos para las pruebas de actividad
(117), y actualmente Dean (7/18), Habel

12 nio TADN v Qaligmann {41 wnioc TASN
\di&, pag. 149V ¥y oliipliaiiil \'l'l, pag. 149

describen los procedimientos recomendados.
Los métodos comprenden la inmunizacién
repetida, seguida de la confrontacién intra-
cerebral. Estos dos aspectos de los métodos

han sido ohieto de criticas: 1a administracidon
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de més de una dosis de vacuna corresponde
al empleo préctico de la misma, pero no
constituye una medida de su inmunogenici-

dad primaria (/19) y la confrontacién intra-
cerebral con dificultad nnrrpqnnnde a la

exposicién natural.

Las pruebas de inocuidad y seguridad de
las vacunas antirribicas tradicionales in-
cluyen la inoculacién intracerebral e intra-

pgnfnnpal de ratones y cobavos o coneios

AV AL LQies LUGyUS O LN VS,

asi como las acostumbradas pruebas de
esterilidad bacterioldgica. Cuando se pro-
duzcan vacunas antirrdbicas en cultivo
celular, estas tendrdn que ajustarse a las
normas establecidas para otras vacunas
viricas de cultivo celular.

Mecanismos inmunolégicos del
tratamiento antirrdbico

Es preciso distinguir con claridad entre
las pruebas experimentales de la patogenia
de la rabia obtenida con cepas fijas v las
obtenidas con el virus de la calle. Son
muchas las experiencias que apoyan la
opinién de que, después de la introduccion
del virus, la multiplicacién y propagacién al
sistema nervioso central solo a
través del tejido neural (120-123). Hay
otras pruebas que sugieren que el virus es
transportado primeramente desde el punto

de la mordedura por los vasos sanguineos y

linfAticoe al gictema reticilnendaotelial donde
ANTAUCCS ax sistema reucuigenGottiiag, Gonce

ocurren

se produce una adaptacién, multiplicacién
o eliminacién extraneural (124, 125). Cual-
quiera que sea la opini6én cierta, durante el

afeccion del sistema nervioso central, el
agente muestra mds susceptibilidad a la
clase de inmunoterapia que se viene em-
pleando por tanto tiempo. En el suero de

animaleg tratadng con yapiinaa vivag o aotiva
QLUIIALILO LLALAMUD VUL Ydvudliao vivyas v avuavas

das aparecen anticuerpos rabicidas o neu-
tralizantes del virus. Aunque pueden poseer
distintas propiedades biolégicas, las cepas
de virus rédbico mostrarian poca o ninguna
variacién

anti maptr'a norgue hav gsiempre una
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proteccioén cruzada completa o neutraliza-
cién cuando las cepas se comparan mediante
la confrontacién de animales inmunizados o

las pruebas de neutralizacién del suero.

Se ha supge
n uge

anticuerpos c1rcu1antes provocados por el
tratamiento posterior a la exposicién no
tengan relacioén con la resistencia a la enfer-

medad y que de todas maneras aparecen
demasiado tarde en el nprlnr'ln de incubacidn

para que resulten eﬁcaces. Pero la asocia-
cién de los anticuerpos con la proteccién se
ha demostrado no solo en experimentos de
laboratorio sino también en un singular
ensayo practico efectuado en Teheran (7126).
En el plazo de 48 a 72 horas después de la
exposicién se encuentra virus en la médula
espinal de animales infectados en forma
experimental, y el antisuero rabico adminis-
trado a partir de este momento no ejerce
ningin efecto protector (/27). La mayoria
de los procedimientos de vacunacién pos-
LCI’IOI a ld C)&pOSlLlUll no lUgIdn PIUUULII
anticuerpos antes del término de 10 a 14
dias después de la dosis inicial (128, 129),
lo que supone que el tratamiento vacunal solo
seria eficaz cuando el periodo de incubacién
excediera de este uculyu Sin lugar a dudaa,
los datos de Teherdn indican que después
de exposiciones masivas, el tratamiento
vacunal exclusivamente resulta escaso.

La vacuna puede ser ﬁtil como estimulo

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

rido la nosibilidad de gue log
Cofo) posiouidad ge que 10s

formacién de anticuerpos para una respuesta
secundaria provocada por agentes viricos
generados a medida que progresa la infec-
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cién, justificando asi lo que podria consi-
derarse como un procedimiento de utilidad
dudosa y potencialmente peligroso. Las
tentativas de correlacionar las concentracio-
nes de anticuerpos con la resistencia a la
infeccién pocas veces son provechosas. No
obstante, Koprowski (72) informd que en
primates, un titulo de anticuerpos circulantes
de 1 en 80 o superior iba acompafiado de
proteccién contra una confrontacién intra-
muscular masiva. Si bien los anticuerpos
rabicos desempefian un papel en la protec-
cidn, no representan probablemente el Gnico
mecanismo de inmunidad. No se ha demos-
trado que intervengan los efectos del inter-
ferdn o la interferencia, pero no es imposible
que el bloqueo de puntos receptores se
relacione con la proteccién conferida por el
tratamiento vacunal. No se dispone todavia
de pruebas firmes de la existencia de estos
puntos, pero los estudios de inhibidores
(130), y la estructura del virus rabico
sugiere esta posibilidad.

Resumen

Se trata em lineas generales de la rabia
humana y de los mamiferos que constituyen
reservorios de la infeccién. Se describen los
caracteres bioldgicos del virus rabico, ate-
nuado o “fijo”, cominmente empleado para
la preparacién de vacunas, y se destacan
sobre todo los peligros que representan para
el hombre el empleo de vacuna o vacunas
vivas derivadas de tejido nervioso de mami-
feros adultos.

También se examinan los antecedentes y
la preparacién de vacunas antirrbicas y las

tentativas para mejorarlas. Como ejemplos
de vacuna producida en tejido neural de
animales adultos infectados con virus fijo se
hace referencia a la vacuna original de Pas-
teur y las de Fermi, Semple y Hempt. Se
analiza la eficacia de las vacunas de virus
vivo de cepa Flury, preparadas en tejido de
embridén de pollo para uso veterinario, y las
de embrién de pato para el tratamiento
humano. La reduccién de las secuelas
neuroldgicas en el hombre, derivadas en
tejido aviar, representdé un considerable
avance, aunque la eficacia inmundgena no
resultd siempre satisfactoria.

Las ventajas y los inconvenientes de las
vacunas preparadas en tejido cerebral de
animales inmaduros son también objeto de
evaluacién. En general, su gran actividad
y la ausencia aparente de los encefalitégenos
en tejidos neurales de adultos constituyen
un considerable mejoramiento de las vacunas
tradicionales. Como el adelanto reciente
més prometedor se sefiala la posible supe-
rioridad de las vacunas preparadas con virus
proliferados en una gran variedad de culti-
vos celulares y se mencionan las posibilida-
des de las vacunas derivadas de subunidades
viricas.

Asimismo, se hace referencia a la puri-
ficacion de vacunas, las ventajas de los distin-
tos métodos de inactivacién y las pruebas
de actividad e inocuidad. Por tltimo, se
examinan los posibles modos de accién de
las vacunas antirrdbicas y su valor para el
tratamiento de la rabia, en relacién con los
conocimientos actuales de la inmunologia y
patogenia de la enfermedad. O
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Rabies vaccines (Summary)

Rabies in man and the mammalian reservoirs
of infection are outlined. The biological char-
acters of attenuated or “fixed” virus, classically
used for the preparation of vaccines, are de-
scribed. The hazards for man following the use
of live vaccine or vaccines derived from adult
mammalian nervous tissue are emphasized.

The history and preparation of rabies vac-
cines and the attempts to improve them are
reviewed. Pasteur’s original vaccine and those
due to Fermi, Semple and Hempt are described
as examples of vaccine produced from the
neural tissues of adult animals infected with
fixed virus. The efficient Flury strain live vac-
cines prepared in chick embryo tissue for veteri-
nary use and that in duck embryo for human
therapy are discussed. The reduction in neuro-
logical sequelae following the use in man of
vaccines prepared in avian tissues was a con-

siderable improvement, although immunogenic
efficiency was not always satisfactory.

The advantages and disadvantages of vaccines
prepared from the brain tissue of immature ani-
mals are evaluated. In general their high po-
tency and apparent freedom from the encepha-
litogens in adult neural tissues represented
considerable improvement on the traditional
vaccines. The potential superiority of vaccines
prepared from virus grown on a variety of
cultured cells is indicated as the most promising
of recent improvements. The possibilities for
vaccines derived from viral subunits are
mentioned.

Purification of vaccines, the advantage of
different methods of inactivation and the po-
tency and safety testing are briefly reviewed.
Possible modes of action for rabies vaccines
and their value in rabies therapy are discussed
in relation to current knowledge of the immu-
nology and pathogenesis of the disease.

Vacina anti-rdbica (Resumo)

Trata-se principalmente da raiva no homem
e nos mamiferos que sdo reservatdrio da in-
fecgio. Apresentam-se 0s caracteres bioldgicos
do virus atenuado ou “fixado”, classicamente
usados na preparagdo das vacinas. Salientam-se
0s riscos a que estid sujeito o homem apds a
inoculagdo da vacina de virus vivo ou de

vacinas preparadas com o tecido nervoso do
mamifero adulto.

Examina-se a histéria e a preparagdo das
vacinas anti-rdbicas, bemn como as tentativas
no sentido de seu melhoramento. Descreve-se
a vacina original de Pasteur e as vacinas atri-
buidas a Fermi, Semple e Hempt como
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exemplos de vacinas elaboradas com o tecido
neural de animais adultos infectados pelo virus
fixado. Discute-se a eficicia das vacinas de
virus vivo de Flury, elaboradas em tecido
embriondrio de galinha para uso veterinirio e
em embrido de pato para imunizagio do
homem. A redugfo dos distirbios neurolégicos
do homem decorrentes do uso de vacinas
elaboradas em tecidos de aves representa
considerdvel progresso, embora a sua acgido
imunogénica nem sempre seja satisfatdria,
Avaliam-se as vantagens e desvantagens das
vacinas elaboradas com a massa encefalica de
animais imaturos. Sua elevada poténcia, bem
como sua aparente independéncia com relagfo

ao encefalitégeno nos tecidos nervosos adultos
representam considerdvel melhoramento da
vacina tradicional. O elevado grau de poténcia
das vacinas preparadas com a prolifera¢ic do
virus em diferentes celulas de cultura é citado
como o mais promissor dos tltimos resultados.
Menciona-se a possibilidade de uso de vacinas
preparadas com particulas de virus.

Examina-se, de maneira breve, a purificacéo
de vacinas, as vantagens dos diferentes métodos
de inativagdo, bem como os testes de poténcia
e seguranga. Comentam-se os efeitos da va-
cina anti-rabica e seu valor na terapéutica da
raiva, a luz dos conhecimentos que hoje se tem
da imunologia e da patogenia da doenga.

Vaccins antirabiques (Résumé)

L’auteur donne un apergu de la rage chez
Phomme et les réservoirs mammiféres de
Pinfection, et décrit les caracteres biologiques
du virus atténué ou fixe, employé de tous temps
dans la préparation des vaccins. Il souligne
les risques pour 'homme & la suite de I'utilisa-
tion de vaccins vivants ou de vaccins provenant
des tissus nerveux de mammiféres adultes.

L’article trace I'historique des vaccins antira-
biques et décrit leur préparation ainsi que les
efforts tendant a les perfectionner. Il mentionne
le vaccin original de Pasteur et ceux qui sont
dus a Fermi, Semple et Hempt en tant qu'exem-
ples de vaccins produits & partir de tissus
nerveux d’animaux adultes infectés avec du
virus fixe. Les vaccins vivants efficaces de la
souche Flury préparés sur le tissu de I'embryon
de poulet & des fins vétérinaires et ceux préparés
sur embryon de canard pour la thérapeutique
humaine sont examinés en détail. La diminu-
tion des séquelles neurologiques causées par
I’emploi chez ’homme de vaccins préparés sur
des tissus aviens a été une amélioration sensible,

bien que l'efficacité immunogéne n’ait pas tou-
jours été satisfaisante.

Les avantages et les inconvénients des vaccins
préparés a partir du tissu cérébral de jeunes
animaux sont évalués. D’une maniére générale,
leur activité élevée et 1’absence apparente
d’encéphalitogénes dans les tissus nerveux
adultes constituent une amélioration considéra-
ble par rapport aux vaccins traditionnels. La
supériorité possible de vaccins préparés a partir
de virus provenant d'un certain nombre de cel-
lules cultivées est souligné comme étant parmi
les derniéres améliorations les plus promet-
teuses. Les possibilités d’obtenir des vaccins
provenant de sous-groupes viraux sont égale-
ment mentionnées.

La purification des vaccins, I'avantage que
présentent les différentes méthodes d’inactiva-
tion et les épreuves d’activité et d’innocuité
sont passés succinctement en revue, ainsi que les
modes d’action possibles pour les vaccins anti-
rabiques et leur valeur dans la thérapeutique
antirabique en fonction des connaissances dont
on dispose actuellement concernant 'immuno-
logie et la pathogénése de la maladie.



