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Resumen 

Este trabajo tiene como objeto comparar los ruultados de títul011 de reducción de placas confrontan· 
do los mismos sueros con virus homólogo y dos virus heterólogos a fin de determinar si los útulos de reduc
ción de placas permiten distinguir entre cepas de vi rus. Se vacunaron 40 bovinos criollos encastados de 
cebú, adultos (de dos años de edad) seronegativos a rabia al empezar el experimento. A cada animal se le 
aplicó una dosis (1()6.7 UFP/dosis) de vacuna antirrábica cepa V-319. Se sangró a los animales a 2, 3, 
4 y 8 semanas y a 3 y 6 meses después de la vacunación. La prueba de reducción de placas fue capaz de 
distinguir entre los diferentes virus. El virus homólogo V -319 arrojó los títulos de reducción de placas más 
altos en todos los casos. Los títulos obtenidos con CVS adaptado y ERA alto pasaje fueron menores que 
con V-319 y sin diferencias estadísticamente significativas entre sí. 

En el Departamento de Rabia Paralítica 
(Derriengue) se han observado títulos de re· 
ducción de placas ligeramente diferentes al 
utilizar virus homólogo (V-319) y heterólo~o 
(ERA) (Bijlenga y Hernández, 1977a y b). 
Con el fin de ampliar el estudio a otro virus, 
el CVS se procedió a adaptarlo a cultivos ce· 
lulares (Corzo, Hernández y Bijlenga, 1977). 
En este estudio se trata de determinar el gra· 
do de sensibilidad de la prueba de reducción 
de placas (PRP) utilizando tres antígenos vi· 
rales adaptados a cultivos celulares. Por otra 
parte es probable que la PRP sea capaz de 
distinguir las diferentes cepas de virus. La 
capacidad de distinguir cepas entre sí, tiene 
importancia dado que puede constituir en for· 
ma directa un ensayo de identificación de 
cepas de virus rábico registrados para propó
sitos de producción de vacunas y en forma 
indirecta puede indicar el potencial vacunal 
de nuevas cepas de ,·irus rábico adaptado a 
cultivos e el ulares ( W right y Habel, 1948 ; 
Hernández B., 1976). 
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Material y métodos 

Se empleó en este estudio la línea celular 
135 0 8, derivada de BHK-21 (Mac Pherson 
y Stoker, 1962) y fue proporcionada al de· 
parlamento de Investigaciones sobre rabia 
paralítica por el Instituto Wistar de Filadelfia, 
EUA; la clona 3 fue obtenida en el Depar· 
tamento (Corzo, Hernández y Bijlenga, 1977). 

Los virus empleados fueron tres: 
a} Virus cepa V-319 adaptado a cultivos 

celulares por Bijlenga y Hernández (1977a). 
Para este estudio se utilizó en su 13•r. pase 

y se preparó un lote especial de virus rara el 
estudio con un título de 1()8.5 UFP /m . 

b) Virus CVS adaptado. Este virus fue 
adaptado a cultivos celulares por Corzo. Her· 
nández y Bijlenga (1977). Para todo el estu
dio se preparó un lote con tm título de 1()5.92 
UFP/ml. 

e} Virus cepa ERA alto pasaje. La cepa 
fue originalmente adaptada y desarrollada co· 
mo vacuna por Abelseth (1964) y posterior· 
mente adaptada a células BHK-21 por Kaplan 
et al. (1967) .* 

• Koprowski, 1969, comunicación personal. 

69 



 

 

 

 

 

 

Los sueros empleados procedían de 40 va· 
cas de dos añ05 de edad, criollas encastadas 
de cebú, seronegativas a rabia. La seronega· 
tividad de estos animales fue determinada por 
una serie de tres pruebas de placa efectuadas 
a cada animal a un mes de intervalo en las 
cuales no se encontraron anticuerpos contra 
rabia. Se dividieron los animales en dos lotes 
de 20 animales cada uno, manteniéndose a 
uno de ellos en centro de cría y Fomento en 
Ajuchitlán, Querétaro y los otros 20 localiza· 
dos en la Unidad Central en la Ciudad de 
México. Desde el punto de vista de la experi· 
mentación se consideraron los dos grupos de 
animales como un solo lote. Est05 animales 
fueron vacunados con la vacuna antirrábica 
cepa V·319 y fueron sangrados para la oh· 
tención de suero a los siguientes intervalos 
después de la vacunación: a las dos, tres, cua. 
tro, seis y ocho semanas y a los tres y seis 
meses. 

La prueba de reducción de placas se efec· 
tuó según la técnica descrita (Sedwick y Wik. 
tor, 1967). 

Las pruebas de seroneutralización se efec· 
tuaron por el método de diluciones dobles y 
cuádruples, mezclándose con cantidades equi· 
valentes de una dilución constante de virus y 
la mezcla ya incubada por una hora a 36 e 
fue depositada en las cajas de Petri en canti· 
dad de .OS mi/ caja. 

La dilución final de cada cepa vírica utili· 
zada para la prueba de reducción de placas 
{ ue como sigue : 

V·319 - 1:600, CVS adaptado 1:80 y ERA 
alto pasaje 1 :300. 

Los títulos de redocción de placas fueron 
determinados por el método de Reed y 
Muench (1938) y 105 límites de confianza al 
95% por el método de Pizzi (1950). 

Las figuras fueron trazadas empleando los 
resultados de reducción de placas obtenidos 
con los diferentes virus, haciendo la separa· 
ción de sueros tempranos, obtt>nidos 30 días o 
menos posvacunalmente y sm"ros tardíos, de 
más de 30 días. Cada suero se anota en una 
columna vertical · en el lugar que le corres· 
ponde al valor medio del título de reducción 
de placas del virus que se está utilizan· 
do como base. Primeramente, tanto la abscisa 
como la coordenada contienen las tasas de an· 
ticuerpos obtenidos en la prueba de reducción 
de placa. S~ traza una línea recta (línea de 

ajuste), que abarque los valores promedio 
máximo y mínimo de seroneutralización (SN) 
de los valores por anotar. Después se dibuja 
sobre la línea el valor medio SN obtenido con 
el virus que está sirviendo de base en el lugar 
que le corresponde en la línea de ajuste. Es 
decir, se hacen coincidir en línea recta los va· 
lores medios del virus hase, por lo cual se 
denominan valores lineales ajustados. Todos 
los valores de SN sobre la línea de ajuste se 
pueden leer en las dos escalas (la l1orizontal 
y la vertical), en tanto que los límites de con· 
fianza sólo se deben leer en la escala vertical. 
Por último, se anota el título de seroneutra· 
lización obtenido con uno de los virus de com· 
paración imaginando una línea vertical que 
pase por el sitio en que se anotó el primer 
valor. Utilizando ahora solamente la escala 
vertical. De este modo cada suero tiene 
anotado en línea vertical hacia arriba o 
hacia abajo el valor con el que se le compara. 
Por ejemplo, en la Figura 1 el virus V·319 
sirve como base, y los valores de SN obteni· 
dos con este virus, son los anotados sobre la 
línea de ajuste. El primer valor anotado (el 
de título de SN más bajo) es de 1.4, que es el 
logaritmo del titulo de SN. Inmediatamente 
arriba de este dato y con un valor medio de 2, 
está anotado el título de SN obtenido con el 
mismo suero, pero utilizando virus CVS adap· 
tado para la prueba de reducción de placas. 
De esta manera cada valor de SN tiene en 
línea vertical directa el valor comparativo de 
SN obtenido con otro de los virus utilizarlos 
en la prueba. 

Resultados 

. Los resultados de este trabajo se resumen 
en el Cuadro l y en las figuras 1 a 6. 

Los anticuerpos producidos por la vacuna· 
ción se dividen arbitrariamente en dos gru
pos: los anticuerpos tempranos, señalados en 
las figuras l, 2 y 3 corresponden a la respues· 
ta obtenida a 2 y 3 semanas de la vacunación, 
y los anticuerpos tardíos (figuras 4, S y 6) 
corresponden a períodos posteriores. El nÚ· 
mero de suer05 disponibles en cada uno de 
los tiempos posvacunales proyectados fue me· 
nor al de animales originalmente incluidos en 
la prueba, debido a muertes inespecíficas, 
traslado de animales a otros centros de fo
mento o bien por no estar disponibles en el 
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momento en que se fue a sangrarlos. Desafor· 
tunadamente esta serie de imprevistos reduje· 
ron el número de muestras con que se contó, 
así como la confiabilidad de los resultados. 

Dlscuslón 

La comparación del virus V-319 (homólo· 
go) con el CVS con anticuerpos tempranos 

(Fig. 1) arroja un dato de mayor sensibilidad 
de la prueba de reducción de placas con el 
virus homólogo que con d heterólogo. Se pue· 
de observar una cosa semejante cuando se 
compara con el virus V-319 con la cepa ERA 
(Fig. 2) también con anticuerpos tempran08. 
Es decir, en los dos casos en que se compara 
el virus homólogo con un virus heterólogo, el 
primero es más completamente neutralizado 
por su antisuero. Cuando se comparan los yj. 

CuADRO 1 

Resumen de los resultados de reduccl6n de placas utlllzando tres cepas de virus ~blco 
adaptadas a cultivos celulares 

VIne Vtn.a DatM -'a.&tM Da'-• el• 
DaioiJ -· ::J:• Fl¡rara baee eomparael6a ca•• Yalor aJ•dacl• dlfereacla caae ftlor aJas do 

1 * V-319 CVS-Adap. 1/13 3/13 9/13 
2 * V-319 ERA 0/12 1/12 11/12 
3 * CVS-Adap. ERA 1/12 8/12 3/12 
4 •• V-319 CVS-Ada.p. 3/27 12/27 12/27 
5 •• V-319 ERA 0/20 5120 15/20 
6 •• CVS-Adap. ERA 9/20 10120 2/20 

• AnUcuerpoe tempranoa. 
Antleuerpoa tardlo•. 
El numerador Indica el Núm. de muestru que caen en cada eategorla y el denominador el número 

de muestras examinadas. 

5 

4 
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U) 
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Figura 1. Prueba de reduec:l6n de placu utilizando virus V-319 (homólo¡o) comparé.ndolo con virus CVS 
adaptado a eultlvo.a celulares. Loa valores de .seroneutrallzaclón obaerva<loa se anotan con limites de con· 
fianza al 95%. El valor lineal ajustado corresponde al virus V-319 y CVS según loa valores previamente 
ajustados. Loa sueros empleados en la prueba correaponden a periodos tempranos de Inmunización (hasta 
30 dlas). Lo1 datos de las demás figuras están anotadoa en la misma rorma y sólo se explicarán las dife-

rencias entre euu. 
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rus heterólogos entre sí, también con anti· 
cuerpos tempranos (Fig. 3) se notó que la 
mayor parte de los datos (8 de 12) cae dentro 
de la categoría "sin diferencia", lo que indica 
que los sueros empleados son igualmente in· 
eficientes para neutralizar a ambos virus. 

En el caso de la comparación de V-319 con· 
tra CVS con anticuerpos tardíos (Fig. 4), los 
resultados son menos claros. Continúa exis· 
tiendo la tendencia a observar títulos más al
tos con el virus homólogo, pero el número de 
datos sin diferencias significativas es muy 
alto (12 de 27). Cuando se compara V-319 
con ERA con anticuerpos tardíos (Fig. 5) 
nuevamente se obtuvieron títulos más altos 
con el virus homólogo. 

Por último, cuando se comparan los virus 
heterólogos entre sí, se obtuvo nuevamente un 
alto número de datos sin diferencias signifi· 
cativas (lO de 20). Además, las diferencias 
observadas entre los títulos de seroneutraliza· 
ción obtenidos con los sueros que sí tuvieron 
diferencias estadísticamente significativas son 
muy pequeñas, con una o dos excepciones. 

La prueba de reducción de placas fue sufi-

S 

a2 

cientemente sensible para estudiar posibles di· 
ferencias antigénicas entre virus. Las pruebas 
comparativas de seroneutralización cruzadas 
que se han hecho en el pasado utilizando ra· 
tones, no han revelado diferencias entre cepas 
de virus de rabia de diferentes orígenes. Se
gún los resultados de este trabajo, es posible 
que estas diferencias puedan detectarse debido 
a la mayor sensibilidad y confiabilidad que 
proporciona la prueba de reducción de placas. 
Se considera que por medio de estas pruebas 
será posible efectuar pruebas de identificación 
de cepas de virus rábico. 

Snmmary 

The object of this work was to compare the 
plaque reduction titers using the same set of 
sera with a homologous and two heterologous 
strains of rabies virus in order to see whether 
the plaque reduction test is capable of dis· 
tinguishing different strains of rabies virus. 
40 two year half zebu heifers, previously tes· 
ted serum negative to rabies, were vaccinated 

.. ~ . . . . .. 

O
·L. ____ :.,._-~.....,......... ¡,,, • .,.,. 

O ..... t_ 

2 3 4 5 
LQG. DE s.N. 

Figura 2. El valor lineal ajustado corresponde al virus Y-319 con ERA al azar. Anticuerpos tempranos. 
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Fígma 3. El valor lineal ajustado corresponde al virus CVS adaptado, con ERA al azar. Anticuerpos 
tempranos. 
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Figura 4. Virus V-319, nlor ajustado, con CVS al azar. Anticuerpos tardíos (más de 30 días). 
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with one dose each (101 •7 PFU/ ml) of the 
antirrabic vaccine strain V-319. The animals 
were bled at 2, 3, 4 and 8 weeks, u well u at 
3 and 6 months after vaccination. The plaque 
reduction test was able to distinguish among 
viruses. The homologous virus, V-319, gave 

u; , 
z 
1&1 
o t 

~ 

LOG. lll I .N. 

the bighe!t plaque reduction titers in all ins· 
tances. Tite titers obtained with CVS adapted 
to ti.ssue culture and high titer ERA were con· 
sistenty lower than those of V -319 and showed 
no statistically significant differences among 
themselves. 

! 
. •• _../! 

; Y-nt COMO 11A$1. 

i lilA Al AZAit . 

• ANTICUlM'OS TAJIIIIOS 

Fi¡ura 5. Virus V-319, valor ajustado, ron ERA al azar anticuerpos tardioe . 
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Figura 6. Virus C\'S adaptado, valor ajustado, con ERA al azar anticuerpos tardíos. 
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