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Resumen

Se inocularon intracerebralmente ratones de 21 dias de edad con 5 cepas de virus rabico (3 de
cerebro de perro, 1 bovino y 1 vampiro) solas y adicionadas con dimetil sulféxido (DMSO);
sacrificaron grupos de 3 a 5 ratones cada 3 horas haciéndose impresiones de material cerebral que
fueron tefiidas con anticuerpos fluorescentes. Se titularon las cepas de virus, solas y con DMSO.
Con las cepas de origen canino se observo fluorescencia de 90 a 96 horas antes de la aparicion de los

primeros signos, la adicion de DMSO disminuy6 el periodo de incubacion en 24 horas. Con la cepa
de origen bovino se observo fluorescencia 87 horas antes de la aparicion de signos rablcosgl con virus
e

de origen vampiro se hizo la observacion de fluorescencia 264 horas antes de la aparicion

La rabia es una enfermedad infecciosa agu-
da mortal (Hutyra et al., 1959); sin em-
bargo, algunos autores mencionan que anima-
les inoculados experimentalmente presentaron
signos clinicos de rabia y posteriormente se
recuperaron (Johnson, 1965; Baer, 1968;
Pawan, 1948; Koprowski, 1952; Constantine,
1966). El virus rabico ha sido incluido entre
un grupo de agentes clasificados como rab-
dovirus y se le considera un virus lento (Ko-
prowski, 1967). Los métodos clasicos para
el diagnostico de rabia son tres: a) la tincion
para la blsqueda de corplsculos de Negri,
(0.M.S., 1959); b) la técnica de anticuerpos
fluorescentes, y c) la inoculacion intracere-
bral en ratones (Goldwasser y Kissling,
1958). Por lo que toca a este Gltimo método,
la Organizacion Mundial de la Salud reco-
mienda observar los ratones inoculados por
un periodo minimo de 21 dias. A cada ani-
mal que muera dentro de ese lapso de tiem-
po, se le extrae el cerebro y se hacen impre-
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signos.

sienes que se tifien con el método de Sellers
0 con anticuerpos fluorescentes para corro-
borar la presencia de virus.

Dependiendo del tipo de cepa, los ratones
generalmente empiezan a morir, a partir de
los 5 dias de la inoculacion, ocurrlendo la
mayor mortalidad entre el 6° y el 12° dias.
Sin embargo, se observan periodos de incu-
bacion hasta de 30 dias en ratones inocula-
dos con cerebros de bovinos y vampiros ra-
biosos. Con una cepa de origen vampiro, se
observaron periodos de incubacién de 80 dias
en ratones inoculados intraplantarmente
(Baer, 1968).

En vista de los datos anteriores se disefio
el presente experimento, para conocer en qué
momento es posible detectar antigeno rabico
por el método de inmunofluorescencia en los
cerebros de ratones inoculados con virus de
diferentes origenes, solos y adicionados con
dimetil-sulfoxido (DMSO), antes de la apa-
ricion de signos clinicos.

El DMSO es un compuesto de conocidas
propiedades de penetracion y de difusion en
tejidos organicos (Stanley et al., 1964; Ro-
sembaum y Stanley, 1964; Stanley et al.,
1965; Keil, 1967; Walters et al, 1967). El
objeto fue conocer si el DMSO aceleraba o
no la aparicion de fluorescencia en los cere-
bros de los ratones inoculados, si reducia los
periodos de incubacion y si incrementaba el
titulo de las cepas utilizadas.
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Material y métodos

Las cepas de virus de rabia, utilizadas en
el presente experimento fueron: 1. Virus
Num. 68-688, aislado del cerebro de un pe-
rro, proveniente del D. F., Titulo 10** DL50 en
0.03 ml./IC en ratones de 3 semanas; 2. Virus
NUm. 68-760, aislado del cerebro de un
perro, proveniente del D. F., Titulo 10*® DL50
en 0.03 ml./IC en ratones de 3 semanas; 3.
Virus NUm. 68-938, aislado del cerebro de un
perro, proveniente de Torredn, Coah.. Titulo
10" DL50 en 0.03 ml./IC en ratones de 3
semanas; 4. Virus de origen bovino, obtenido
a partir de una mezcla de cerebros de bovino
de los cuales 5 provenian de Zacazonapan,
Edo. de México, 5 de Rio Grande, Oax., y 2 de
Tuxtepec, Oax., Titulo 10*’ DL50 en 0.03
ml./IC en raton de 3 semanas; 5. Virus de
origen vampiro. Este indculo fue obtenido a
partir de wuna mezcla de cerebros de
vampiro, que previamente habian sido
inoculados con material nervioso de un
bovino muerto de derriengue, proveniente de
Vicente, Oax., Titulo 10°' DL50 en 0.03
ml./IC en ratones de 21 dias.

En cada caso, se pesaron 2 g. de mate-
rial nervioso, el cual fue triturado hasta ob-
tener una mezcla homogénea, a la que se le
afiadieron 8 ml. de diluente (agua buferada
p.H. 7.6, suero de equino inactivado al 2%,
2 mg. de estreptomicina y 100 unidades de
penicilina por cada ml.). Con cada cepa
de virus, se prepararon diluciones décuplas de

10" a 10 de virus solo, y con DMSO al
11.25%.

Se utilizaron ratones blancos de 3 sema-
nas de edad con un peso de 8 a 12 g. Con
las diluciones de 10" de cada cepa con y sin
DMSO, se inocularon 75 ratones y en cada
una de las diluciones de 102 a 10® se inocu-
laron 5 ratones para titular los virus. En
todos los casos, la via de inoculacion fue la
intracerebral con dosis de 0.03 ml.

Los ratones de los lotes correspondientes a
la dilucién 10 fueron sacrificados en gru-
pos de 3 a 5 animales a diferentes horas, se-
gun el tipo de virus; con el virus de origen
canino los ratones empezaron a sacrificarse
a las 24 horas, con el de origen bovino a las
72 horas y con el de origen vampiro a las 96
horas. Los ratones que quedaban en cada
caso, fueron observados, para notar los pri-
meros signos de enfermedad.

De cada cerebro de los ratones sacrifica-
dos, se hicieron impresiones para detectar el
antigeno rabico por medio del método de
anticuerpos fluorescentes (Goldwasser y Kiss-
ling, 1958). La evaluacion de la fluorescencia
fue hecha en base al nimero y tamafio de
los corpulsculos. ClasificAndose como punti-
forme cuando eran agregados pequefios, y
corpuscular cuando se observaban particulas
de fluorescencia de mayor tamafo.

Resultados

Los resultados se muestran en los cuadros
siguientes:

CuADRO 1

Virus Num. 68-688 proveniente del Distrito Federal. Origen canideo

HORAS

Posteriores a la inocu- Tioo de

Sin DMSO
Num de ratones

Con DMSO

Tino de Num. de ratones

lacion en que se sacri- fluorescencia positivos fluorescencia positivos
ficaron ratones

24 o 0/5 Puntiforme 1/5
27 Puntiforme 2/5 ” 3/5
30 ” 2/5 ” 415
33 ) 4/5 ) 5/5
36 ) 3/5 ) 5/5
39 " 415 ) 5/5
42 ” 3/5 ” 5/5
45 ) 5/5 ) 414

Titulo DL 50% ” 1016 ” 1043

Periodo de incubacion

(Promedio)

Con la dilucion 10 5 dias 4dias
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CUADRO 2

Virus Num. 68-760 proveniente del Distrito Federal. Origen canideo

Sin DMSO Con DMSO
HORAS Tipo de NUm. de ratones Tipo de NUm. de ratones
fluorescencia positivos fluorescencia positivos
24 Puntiforme 1/5 Puntiforme 4/5
27 7 1/5 7 4/5
30 7 4/5 Corpuscular 5/5
33 ” 4/5 Puntiforme 5/5
36 i 415 " 415
39 ” 5/5 Corpuscular o/
42 i 35 i 5/5
45 ” 5/5 Puntiforme 5/5
48 ) 5/5 ) 5/5
Titulo DL 50% 10%83 10**»
Periodo de incubacion
(Promedio) 7 dias 7 dias
Con la dilucién 10™
CuADRO 3
Virus NUum. 68-938 proveniente de Torreon, Coah. Origen canideo
Sin DMSO Con DMSO
HORAS Tipo de NUm. de ratones Tipo de NGm. de ratones
fluorescencia positivos fluorescencia positivos

24 0/5 0/5

27 0/5 Puntiforme 1/5

30 Puntiforme 5/5 Corpuscular 5/5

33 7 5/5 Puntiforme 5/5

36 Corpuscular 5/5 ” 5/5

39 Puntiforme 5/5 ” 5/5

42 7 5/5 ” 5/5

45 7 3/5 ” 5/5

48 7 3/5 0/5

58 ” 2/3 Puntiforme 33

60 0/1 ” 1/1

68 Puntiforme 3/3 7 3/3

76 7 2/3 ” 2/3

80 7 3/3 ” 3/3

96 Corpuscular Corpuscular

Grande 3/3 Grande 3/3

Titulo DL 50% 10 10*°

Periodo de incubacion

(Promedio) 6 dias 4 dias

Con la dilucién 10
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CUADRO 4
Origen “Derriegue”.
Virus: Bovino. Mezcla de 12 cerebros de bovino: 5 del Edo. de México,
5 de Rio .Grande, Oax., y 2 de Tuxtepec, Oax.

Sin DMSO Con DMSO
Horas Tipo de Num.de ratones Tipo de NuUm. de ratones
fluorescencia positivos fluorescencia positivos
72 0/5 0/5
75 0/5 0/5
78 0/5 0/5
81 Corpuscular 4/5 Corpuscular 4/5
84 Puntiforme 5/5 Puntiforme 5/5
87 7 4/5 7 4/5
90 7 4/5 7 5/5
93 7 4/5 7 5/5
96 Corpuscular 5/5 Corpuscular 4/5
108 Puntiforme 1/2 Puntiforme 3/3
120 Corpuscular 2/2 Corpuscular 3/3
144 " 2/2 7 5/5
Titulo DL 50% 10%% 1044
Periodo de incubacién
(Promedio) 8 dias 7 dias
Con la dilucién 10*
CUADROS
Virus de origen vampiro. Mezcla de cerebros de vampiro, infectados artificialmente
Sin DMSO Con DMSO
Horas Tipo de NUm. de ratones Tipo de NUm. de ratones
fluorescencia positivos fluorescencia positivos
96 puntiforme 3/5 Corpuscular 3/5
99 ” 1/5 Puntiforme 3/5
102 " 3/5 7 5/5
105 " 5/5 7 5/5
108 0/1 7 11
111 7 172 7 212
114 0/5 7 3/5
117 ” 1/3 7 313
120 7 3/5 7 3/3
144 ” 11 " 11
192 Corpuscular 11 Corpuscular 11
Titulo DL 50% 10%1° 10%°
Periodo de incubacion
(Promedio) 15 dias 14 dias

Con la dilucion™

Discusidn
La aparicion de fluorescencia fue variable, ya
que hubo ocasiones en donde no todas las
impresiones a diferentes horas presentaron
fluorescencia.

La primera observacion de fluorescencia
fue a las 24 horas cuando se trabaj6é con la

cepa de calle aislada de cerebro de perro,
observaciones similares fueron hechas en un
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estudio de cinética de virus fijo en cerebros
de ratones de 3 semanas llevado a cabo tam-
bién por el método de inmunofluorescencia
(Salido y Rengell, 1968), pero con resultados
diferentes al obtenido al utilizar cepas de calle
aisladas de glandulas salivales y cerebro de
perro rabioso e inoculadas intracerebralmente
en ratones lactantes y de 21 dias (Pilo
Moron et al., 1967). Dichos autores observaron
fluorescencia desde el 5° dia en cepas
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con periodos de incubacion de 7 a 15 dias.

En lo que se refiere a periodos de incuba-
cién al utilizar virus solo de cerebros de
perro, fueron de 5 a 7 dias observandose fluo-
rescencia de las 24 a las 30 horas o sea de
90 a 96 horas, antes de la aparicién de los
primeros signos de la enfermedad.

La adicion de DMSO acelerd el periodo de
incubacién en aproximadamente 24 horas;
sin embargo, la observacién de fluorescencia
fue similar a la obtenida sin DMSO. La adi-
cion de DMSO no incrementd significativa-
mente el titulo obtenido.

Al utilizar la cepa de rabia de origen bovi-
no sin DMSO se obtuvo un periodo de incu-
bacidn de 8 dias, observandose fluorescencia
a las 81 horas antes de la aparicion de sig-
nos. Con DMSO se observé fluorescencia tam-
bién a las 81 horas con un periodo de incu-
bacién de 7 dias, haciendo la observacion
de fluorescencia 87 horas antes de la apari-
cion de los signos.

Cuando se trabajé con la cepa de origen
vampiro con virus solo, los signos clinicos
aparecieron a los 15 dias (360 horas) y se
hizo la observacién de fluorescencia a las 96
horas, 246 horas (10 dias 6 horas) antes de
la aparicion de signos: al adicionar DMSO
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se obtuvo un periodo de incubacién de 14
dias y se observo fluorescencia también a las
96 horas, detectandose antigeno rabico en el
cerebro 240 horas antes. Con la cepa de vam-
piro se detectd fluorescencia antes que al utili-
zar la cepa de bovino y perro, tomando como
relacion el periodo de incubacion de 14 dias.

Summary

Weanling mice were inoculated with 3 ra-
bies isolates (canine, bovine, vampire) with
and without adition of dimethyl sulfoxide
(DMSO0). Groups of 3-5 mice were sacrificed
every 3 hours and brain impressions stained
by the fluorescent antibody technique. The
strains were titered with and without DMSO.

Fluorescent staining was detected before
rabid signs.

Were noted fluorescence in mice inoculated
with the canine strain was seen 90-96 hours
before signs were noted. The addition of
DMSO reduced the incubation period by
the day.

The mice inoculated with the bovine strain
fluorescence was seen 87 hours before signs,
and with the vampire strain fluorescence was
seen 267 hours before signs were noted.
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