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COMPARACION DE LA SENSIBILIDAD DE LAS PRUEBAS
DE SERONEUTRALIZACION CON DIFERENTES VIRUS
DE LA RABIA

II. Comparacién de la prueba de seronmeutralizacién en ratones con la
prueba de reduccién de placas

Resumen

E. HERNANDEZ BAUMGARTEN !
D. Corzo CASTILLEJOS ®

Los sueros empleados para este estudio procedian de 40 vaquillas criollas encastadas de cebi de dos
afos de edad, seronegativas a rabia al empezar el experimento, Se vacunaron cada una con una dosis
(10°7 UFP) de la vacuna antirribica cepa V-319. Se sangré a los animales 2 2, 3, 4 y 8 semanas ya 3 y
6 meses de la vacunacion. Se efectuaron pruebas de seroneutralizacion en ratones y de reduccién de placas
con los sueros mencionados, a fin de comparar la sensibilidad relativa de las dos pruebas en la deteccién
de anticuerpos tempranos (menos de 30 dias) y tardios (mas de 30 dias). Se observd que la prueba de
reduccién de placa es 10 veces mds sensible que la seroneutralizacién en ratones para detectar anticuerpos
tempranos y cinco veces mis sensible en la deteccién de anticuerpos tardios. La prueba de reduccién de
placas resulté mas confiable y reproducible que la prueba de seroneutralizacién en ratones.

El departamento de rabia paralitica ha es-
tado realizando la cuantificacién de anticuer-
pos contra rabia por medio de dos sistemas: la
seroneutralizacién en ratones (Johnson, 1973)
y la prueba de reduccion de placas (Sed-
wick y Wiktor, 1967; Bijlenga y Hernéndez,
1977a y b).

Kaplan y Koprowski (1973) en el sexto
informe del comité de expertos en rabia indi-
can que existe una ‘“‘correlacién completa”
entre la prueba de seroneutralizacién en ra-
tones (SNR) y la reduccion de placas (PRP),
siendo esta iltima diez veces mas sensible que
la prueba en ratones en la deteccion de anti-
cuerpos tardios y cien veces mas sensible en
la deteccién de anticuerpos tempranos. Corzo,
Hernandez y Bijlenga (1977); Bijlenga y
Hernandez (1977b) notaron discrepancias se-
rias con lo dicho por Kaplan y Koprowski
(1973). Desafortunadamente el sexto informe
del comité de expertos en rabia no cita litera-
tura relevante, de modo que la afirmacién ya
mencionada no pudo ser confrontada directa-
mente con ¢l autor.
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Con base en estos resultados fue que se
decidi6 reexaminar el asunto a fin de decidir
si la diferencia observada entre la SNR y la
PRP era tan grande como lo indican Kaplan
y Koprowski (1973). La finalidad de este
trabajo es primeramente la de determinar si
existe un alto grado de correlacién entre las
dos pruebas y qué tanto mis sensible es la
PRP con respecto a SNR. En experiencias an-
teriores con esta prueba (Bijlenga y Hernan-
dez, 1977b) la PRP parece ser mas sensible,
confiable y segura que la SNR, ademas de dar
los resultados en menor tiempo.

Material y métodos

Se empled la linea celular 13S C13 desarro-
llada por Mac Pherson y Stoker (1962). El
departamento la adquirié del Instituto Wistar
de Filadelfia EE. UU.; la clona tres se prepard
en el departamento.

Los sueros utilizados fueron los mismos que
se ha indicado en la segunda parte de este
articulo (Corzo y Hernandez, 1977).

Las cepas de virus rabico empleadas fueron:
la V-319 desarrollada por Bijlenga y Hernan-
dez (1977a y b) adaptada a cultivos celula-
res, empleada para este trabajo como cepa
homéloga (en PRP) ; y el virus fijo CVS man-
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tenido para pases intracerebrales en raton y
que se utilizo para la SNR. Para los propési-
tos de esta prueba se preparé un lote de cepa
V-319 en cultivos celulares con un titulo de
1085 unidades formadoras de placa por mili-
litrto (UFP/ml) y un lote de CVS en ratones
con un titulo de 10-7-2 dosis letales 50% para
raton [DLN) R/ml).

Se emplearon aproximadamente 500 rato-
nes blancos cepa CD1 de 21 dias de edad,
los cuales fueron inoculados por via intracere-
bral, administrandole a cada uno 0.03 ml de
indculo, Los ratones fueron observados dia-
riamente, considerdndose como muertes no
especificas las que ocurrieron en los primeros
cuatro dias después de la inoculacion. Todas
las muertes ocurridas durante los cinco y los
12 dias después de la inoculacién fueron con-
firmadas en su especificidad por inmunofluo-
rescencia (Goldwasser y Kissling, 1958). La
PRP y la SNR se efectuaron segin técnicas
descritas (Sedwick y Wiktor, 1967, Bijlen-
ga y Hernandez, 1977b; Johnson, 1973). Los
célculos de los valores de SN se efectuaron
segin la técnica de Reed y Muench (1938) y
los limites de confianza al 95% fueron deter-
minados segiin la técnica de Pizzi (1950).

Resultados

Los resultados de esta prueba se encuentran
resumidos en el Cuadro 1 y en las figuras
1 a 4. El método seguido para dibujar las
graficas ha sido explicado en detalle con an-
terioridad (Corzo y Hernandez, 1977).

La misma divisién arbitraria entre anti-
cuerpos tempranos y anticuerpos tardios que
ya se ha explicado (Corzo y Hernéndez, 1977)
se siguié para este trabajo,

Discusion

Anticuerpos tardios. Las figuras 1 y 2 co-
rresponden a la comparacion de las dos prue-
bas (PRP y SNR) utilizando sueros de menos
de cuatro semanas después de la vacunacion y
considerados como anticuerpos tempranos. Po-
dra notarse en estas dos graficas que, si bien
existe una tendencia a la distribucién lineal
de los datos no ajustados a una linea de pre-
diccién (los datos de comparacién, marcados
““al azar” en las figuras 1 y 2) la correlacion
dista mucho de ser “‘completa”. Cabe hacer
notar que cuando se usan los datos de la prue-
ba de reduccién de placas como base (valor
lineal ajustado), la distribucién de los datos
de la prueba en ratones es sumamente desor-
denada (Figura 1) lo que no sucede en el
mismo grado cuando se invierte esta forma de
distribucién de los datos (Figura 2). Esta ob-
servacién, aunada a los margenes mas am-
plios de los limites de confianza para la prue-
ba en ratones, indica que la prueba de sero-
neutralizacién fue menos confiable, en esta
serie de pruebas, que la prueba de reduccién
de placas. La prueba de reduccién de placas
resulté ser, en promedio, diez veces mas sen-
sible que la prueba en ratones en este ensayo
efectuado con anticuerpos tempranos (Cua-
dro 1), La baja confiabilidad de la prueba en

Cuabro 1

Resumen de los resultados de seroneutralizacién y pruebas de reduccién
de placas (figuras 1 a 4)

Figura Virus base Virus comparacién No. datos > base Datos base (sin dif.) No. datos - base
1 * PRP(V-319) PCR(CVS) 1/24 9/24 14/24
2 * PCR(CVS) PRP(V-319) 14/24 9/24 1/24
3 ** PRP(V-319) PCR(CVS) 0/38 14/38 24/38
4 ** PCR(CVS) PRP(V-319) 24/38 14/38 0/38

*  Anticuerpos tempranos.

*¢ Anticuerpos tardios.
PCR Prueba clisica en ratones.
PRP Prueba de reduccién de placas.

El numerador es el total de muestras que caen en cada categoria; el denominador es el total de mues-

tras examinadas.
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ratones observada con anticuerpos tempra-
nos, es también evidente en la prueba efec-
tuada con anticuerpos tardios (Figuras 3 y 4).
Si bien en este caso ningin titulo de se-
roneutralizaciéon en ratones arrojé un dato
superior a la prueba de reduccién de placas,
como ocurrié con anticuerpos tempranos. Es
mayor el porcentaje de datos que no son
significativamente diferentes (37%) y el
de los que tienen diferencias significativas
pequefias (es decir, existen diferencias signi-
ficativas pero no altamente significativas). La
prueba de reduccién de placas también en

este caso es mas sensible que la prueba en
ratones. La prueba de reduccién de placas es
en promedio, cinco veces mas sensible que la
prueba en ratones usando sueros de mas de
cuatro semanas después de la vacunacién, lo
cual refuerza los resultados de investigaciones
previas (Bijlenga y Hernindez, 1977a y b).
En estos experimentos la prueba de reduccién
de placas es mas sensible en el caso de anti-
cuerpos tempranos que con los tardios, lo cual
coincide laxamente con lo que informa el co-
mité de expertos en rabia de la Organizacién
Mundial de la Salud (Kaplan y Koprowski,
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Figura 1. Comparacién de la prueba de reduccin de placas con la prueba de seroneutralizacién en
ratones. Los valores de seroneutralizacion observados se anotan con limites de confianza al 95%. El valor

lineal ajustado corresponde a

al azar. Los sueros empleados en la prueba oonu{;:

siguientes gréficas sélo se explican

la prucba de reduccién de placas (PRP) con la prucha en ratones (PCR)
en a periodos tempranos en la inmunizacién. En las
variaciones incluidas en cada grafica.
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Figura 2. El valor lineal ajustado corresponde a PCR y PRP al azar. Sueros tempranes.
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Figura 3. El valor lineal ajustado corresponde a PRP con PCR al azar. Sueros tardios.
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Figura 4. El valor lineal ajustado corresponde a PCR con PRP sl azar. Sueros tardios.

1973). Sin embargo, la diferencia en sensibi-
lidad observada es menor a la que ellos con-
signan. Esta discrepancia en los resultados po-
dria deberse a las cepas de virus utilizadas
en cada serie de experimentos, Podra notarse
que el experimento fue conducido de manera
de exagerar las diferencias en las pruebas. La
PRP fue efectuada con virus cepa V-319 o
sea con el virus homéblogo, que segiin se ha
visto arroja los datos mas altos de PRP (Cor-
zo y Hernindez, 1977). La idea era exage-
rar las diferencias entre PRP y SNR al su-
marse las diferencias producidas por la dife-
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rencia de cepas (V-319 contra CVS) con la
diferencia de sensibilidad de las pruebas
(PRP contra SNR). Aun asi las diferencias
observadas en este trabajo son considerable-
mente menores que las notificadas por otros
autores (Kaplan y Koprowski, 1973).

Una posible explicacion a la gran discre-
pancia observada con los anticuerpos tempra-
nos seria que 30 dias es demasiado tiempo
para suponer que todavia queden anticuerpos
tempranos en tanto que Kaplan y Koprowski
(1973) hayan utilizado suero entre una y dos
semanas en esta prueba.

79



Summary

The sera used in this test were obtained
from 40 two year half zebu heifers, serum
negative to rabies at the start of the test. Each
was vaccinated with one dose (1087 PFU) of
antirabies vaccine strain V-319, The animals
were bled at 2, 3, 4 and 8 weeks post-vacuna-
tion, as well as 3 and 6 months. The plaque
reduction test and the serum neutralization
test in mice were conducted using the same
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