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Virus rabico fijo procedente del virus dominante
en Montevideo

PROCESO DE LA MUTACION Y SU ESTADO EVOLUTIVO ACTUAL
por C. Freire Mufoz

Datan de algo mis de diez afios nuestiras primeras exploraciones diri-
sidas a la obtencion de un virvus fijo partiendo del virus responsable de
1a rahia dominante en nuestro medio. Esas primeras tentativas fueron
infructuosas, ya que no permitian descubrir en las cepas ensayadas los
signos precursores de una evolucién favorable para la finalidad perse-
guida. Casi sistemdticamente veniamos sometiendo a pasajes cerebrales
por el conejo a los virus procedentes de diversas especies de animales,
como también de la especie humana, en cierta oportunidad. En la gene-
ralidad de los casos dabamos por finalizada esta exploracion orientadora
cuando cumplido el 5.° pasaje no se notaban cambios favorahles de viru-
lencia, llegandose a ese desenlace negativo con las cepas aisladas de cinco
perros, dos gatos, un mular, un bovino y de una nifia, el virus “G. E.” a
que hicimos referencia en un trabajo anterior (1).

Ei virus apto logramos obtenerlo de ios centros nerviosos de un ho-
vino muerto de rabia el 30 de marzo de 1337. Se trataba de un iernero
de un afio de edad, cuyos primeros sintomas de rabia fueron observados
giete dfas antes. Hizo una rabia furioss tipica. La investigacion de cor-
pusculos de Negri al nivel de las células ganglionares del Cuerno de
Ammon, permitieron comproharios abundantes y caracteristicos incluidos
en la generalidad de las células ohservadas, Este animal habia sufrido
severad mordeduras en la cara y un garron, del perro rabioso registrado
en el Tnstituto Antirrabico con el nimec 7.248. Mordido con fecha 23 de
enero, fué sometido a vacunacién tres dias mas tarde, habhiendo recibido
22 c.c. de vacuna fenicada, tipo Umeno y Doi. La misma dosis fué repe-

(1) . FPFreire Muiioz, LA ACTION TE LA VACUNA ANTIRRABICA,
CONSIDERADA BAJO DISTINTOS ASPHCTOS, EN SU APLICACION PRAC-
TICA Y EXPERIMENTAILS. — Anales de la Facultad de Veterinaria.
Nos, 2-3. Die. 1937, pag. 212,
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tida con fechas 2 y 6 de febrero. La vacuna era de reciente preparacion,
correspondiendo a lag series Nos. 90, 81 ¥y 92 respectivamente. Contraria-
mente a los buenos resultados obtenidos hasta entonces con la aplicacién
de la vacuna a los animales de la especie bovina mordidos por perros
atacados de rahia comprobada, en este caso la vacuna fué de una accion
absolutamente nula, no obstante una iniciaciéon oportuna del tratamiento,
el que no se creyd del caso practicarlo cen mayor intensidad dado que en
sifuaciones anteriores rigurosamente analogas se habia mostrado eficiente.
La entfermedad de este ternerc se inicié hacia los dos meses de la fecha
de mordido y evolucioné en ¢! término de 7 a 8 dias.

Pese a que la falta de proteccion por la vacuna podia ser atribuida
a la gravedad de las mordeduras, sobre indo a las de la cara, decidimos
estudiar el wirus principalmente desde el nunteo de vista inmunolégico. Al
efecto el mismo dia de la muerte del ternero (30 III 37) se inocularon,
por via cerebral, dos conejos cuyos pescs fluctuaban alrededor de los
2 kilogramos. Se empledé una emulsion de cuerno de Ammon al 1:100 en
solucion fisioldgica. Igualmente son inoculados ocho perros de pequena
talla, de peso inferior a 6 kilogramos, con diluciones a 1:100 y 1:500, en
los musculos del muslo. De estos ocho peorros, cuatro se hallaban vacu-
nados desde dos meses antesg, perteneciendo a un lote destinado al control
periddico de la vacuna. Los cuairo perros restantes se tomaron como
testigos. Adema4s, a dos de los perros vacunados se les complementd la
vacunaciéon, como en pruebas andlogas anteriores, inoculandoles a! dia
siguiente de recibir el virus una nueva dosis de vacuna. El cuadro N.” 1
permite una lectura sinoptica de la experiencia y su desenlace.

El resultado de esta experencia no ha podido ser mas nitido, dejando
entrever una estrecha homologia inmunoldgica del virus originario *del
bovino mencionado (virus que seguiremos denominande “B 23”) con el
virus antigeno (virus fijo “Argentina”). No obstante, consideramos de
interés la realizacién de una prueba de inmunidad cruzada para cuyo fin
intentamos, simultineamente con la iniciacién de la experiencia que
acabamos de examinar, someter al proceso de la fijacion el virus “B.237),
Aquella primera inoculacién en el cerebro del conejo did por resultado
una incubacién de 14 dias y muerte dos diag después con una evolucion
exclugivamente paralftica. Ambhos conejc: se comportaron en forma casi
idéntica. El segundo pasaje efectuado partiendo del bulbo fresco del co-
nejo muerto en primer término, nos proporciond la sorpresa de un no-
table descenso en el periodo de incubacién, ya que a los once dias se
observaron las primeras manifestaciones paraliticas de uno de los co-
nejos, habiéndolo hecho gl segundo con doece horas de retardo. Cabe
hacer notar que el virus original era fuertemente negrigeno, tanto en su
origen inmediato (bovino N.* 23) como en el mediato (perro mordedor
N.» 7.248. Continu6 mostrandose negrigeno, aunque discretamente, en
estos dos primeros pasajes por el conejo, para decaer esta propiedad
hacia el 3er. pasaje, donde sdlo se registran escasoS corpisculos déhil-
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mente tefiidos, aunque revelandose hajo su forma y dimensiones carac
teristicas. Hacia el 4.” pasaje, que se cumplié sobre un solo conejo debido
a la muerte accidental del compaifiero al rdia siguiente de la inoculacion,
se registran, junto a una reducciéon del periedo de incubacion a diez
dias, escasisimos corpusculos, sumamente pequefios, podria decirse rudi-
mentarios. A partir del 5 pasaje, en que la incubacién desciende a
nueve dias, ya no es posible comprobar inclusiones en las células ganglio-
nares del Cuerno de Ammon, a cuyo nive! siempre veniamos efectuando
la investigacion, Nos hallabameos, sin duida, frente a un virus dotado de
una notable aptitud para la fijacidén y asi lo haciamos notar en un trabajo
anterior publicadeo a fines de 1937 (loc. ~1t.), donde al referirnos a ello
anunciadbamos tratarlo en un prdéximo tiabajo. Han transcurrideo ahora
nueve afios desde el primer pasaje y duranie este largo periodo de tiempo
hemos llegado a totalizar 200 pasajes. Para cada pasaje siempre utili-
zamos dos conejos cuyo peso generalmente ha oscilado alrededor de los
2 kgrs.; en su gran mayoria esos conejos eran de raza rusa o mestizos.
Como material de inoculacion se utilizo el ‘hulbo del conejo muerto en
primer término, aunque durante el tiempe caluroso hemos preferido, por
razones obvias, sacrificar el conejo cuys paralisis se hallaba mas avan-
zada, estando muy proximo a la muerte, E£n el periodo de nueve meses
correspondiente al afo 1937 (1), realizamos 19 pasajes, utilizando el
bulbo fresco de reciente extraceién, cnnservando un trocito en medio
Bedson para una posible eventualidad. La incubacién ha bajado a ocho
dias a partir del 12.” pasaje, mostrando tendencia a descender a siete dias
en los 18.° ¥y 19%.°, para luego alternar con ucho dias €n los cuatro pasajes
siguientes, que ya corresponden al afio 1938. Durante este afio se rea-
lizan 22 pasajes. del 20." al 42.°, siendo a partir del 25.” que tiende a esta-
bilizarse el periodo de siete dias. En 1934 se efectian también 22 nuevos
pasajes, del 43, al 65.”, manteniéndose con firmeza ¢l periodo de siete
dias. Durante los afios siguientes, este periodo permanece incambiado,
salvo aisladas alternativas de orden accidental. Algunocos pasajes fueron
efectuados con el virus conservado varios dias, utilizando como liguido
conservador ya sea el medio Bedson o simrplemente la glicerina al 50 %
en solucion fisioldgica llevada a pH 7,2; siempre a ‘haja temperatura, no
superior a 5° €. Ultimamente hemos venido utilizando temperaturas de
congelacion.

Por el resumen expuesto puede apreciarse en la evolucion de este
virus dos fases bien distintas: la primera comprendida en los primeros
25 pasajes, periodo que sefiala una rapida evolucién en su actividad siem-
pre creciente a través de incubaciones cada vez mas breves hasta llegar
a siete dias. Luego entramos en la segunda fase, que comprende ya 173
pasajes, sefialando un periodo tan lentamizate evolutivo, que permite con-
siderarlo comeo estacionario. La primerz de estas fases se ha cumplido

———
(1) Al final se hallan los cuadros correspondientes al protecolu de cada aifio.
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en un afio, ¥ en los ocho aifios siguientes ya no se han operado nuevas
modificaciones de ese orden.

Aungue sabhemos del poco o ningunr paralelismo en los procesos de

fijacion de las distintas cepas de virus e calle, ng obstante la igualdad
de caracteristicas en su accion natural, cabe recordar la evolucion de la
cepa mas famosa en la historia de la rahia, con la que Pasteur realizara
la creacign del ‘virus fijo”. También de origen inmediato hovino, el
primer pasaje cerebral por el conejo acuso una incunbacion de 17/18 dias
¥ luego evoluciond en forma dque podria ilamarse vertiginosa, para dete-
nerse en una incabacion de ocho dias al cumplir tan soélo 21 pasajes suce-
sivos. Este periodo de § dias permanecid estacionario durante 50 pasajes
mas, para enseguida descender a siete dias. Durante este nuevo periodo
que comprende alrededor de cien nuevoz pasajes, se registra la primera
inoculacion a la especie humana (133."), quedando asi el nombre de Joseh
Meister definitivamente vinculado a uno de los acontecimientos méas tras-
cendentales registrados en la historia de la ciencia. Como se vé, en la
evolucién de este virus clasico se puedea establecer tres periodos bien
definidos hasta el momento en que su namero (e pasajes cerehrales por
el conejo correspondia bastante aproximadamente al que cuetta nuestro
virus en la actualidad. El1 periodo caracterizado por ocho dias de incu-
bacién que permanece durante 50 pasajes en €l proceso del virus Pasteur,
s6lo resultd de fugaz transicion entre las dos grandes fases sefialadas en
la evolueidén de nuestro virus. Es la diterencia fundamental registrada
en las etapas cumplidas por ambos procesos dentro de un determinado
nimero de pasajes.
‘ En lo referente a la evolucion de la enfermedad en el conejo, nuestro
virug siempre ha respondide a una misma modalidad, mostrandose inva-
riablemente paralitico; pardlisis gradualmente progresiva, iniciandose ge-
neralmente por los miembros posteriores con tendencia a la generaliza-
cién dentro de las 48 horas. permaneciendo los animales en estado de
coma y flaccidos durante las 24 horas, méas ¢ menos, que preceden al
deceso.

TITULACION DEL VIRUS “B.23” EN DISTINTOS MOMENTOS DE
SU EVOLUCION. — ACCION DE LAS DILUCIONES. — Hemos medido la
actividad del virus “B.23” en dos momentos distintos de su evolucion,
a los 70 y a los 196 pasajes, por el método de las diluciones. Hemos resu-
mido en los cuadros siguientes, Nos. 2 y 3, todo lo relacionado con am-
bas pruebas para facilitar la apreciacion ¥ comparacion de los resultados.

Egtag pruebas permiten establecer gue el virus “B.23” en el momento
actual, con 196 pasajes, se ha mostrado activo una vez sobre dos en la
dilucion 1:20.000 y todavia una vez sobre cuatre en la dilucion 1:30.000.
A 1:40.000 se ha mostrado inactivo frente a la totalidad de los conejos
inoculados.

Comparando los resultados de ambag experiencias comprobamos un
sensible acrecimiento de actividad en fuanicidon de 126 nievos pasajes, ya
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TITULACION DEL VIRUS “B.23”
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CUADRO N.°

D ® L

2

L

RUGIAY

DE 70, PASAJE

Num
Titulo de Inici .
Fecha del Peso dilucion para’lilsais Muere Observaciones
conejo
45 1.850 10-= 6/L11/40 /1L 40 Mielencéfulo se retira para
VACUN.
16 2.040 " G/111/740 G/111/40
Se retira a los 3 meses.
47 2100 3K 108 — .
= 48 1.000 T — —_ N N Lo .
=
— 44 1.450 v _— —
byl
&4 ol 2080 " 11/101/740 I6/111/40
51 1.800 10-¢ —— — Sce retira a los 3 meses,
52 :,(lSO ey R _ LB " L) $ LR
B 1.470 v — — ’ ! ” "
54 2,010 — — v ” oo ’
CUADRO N.” 3
TITULACION DEL VIRUS “B.23” DE 196.” PASAJE
NGm Observaciones
‘ Peso Titulo de inicia
Fecha coc:'ueéjo grs. dilucién paralisis Muere
Incubacidn Enfermo
1343 1800 10-3 29/1/4¢6 2,11/46 7 dias 4 dfas
1344 140 I 30/1/446 4/11/46 8 7 5
< 1345 1400 a X 10-8 1-2/11/46 6-7/11/46 /a1 a/6 "’
= 1346 2010 ” 1/11/46 6/11/46 mn " 5 7
o 1347 2030 10-1 1/11/46 6-7/11/46 10 5/6
™ 1348 1970 o 3I-1/11 6-7701/46 9/10 " 6/7 U
1349 1970 2101 1-2/11/46 6-7/11/4¢6 /11 " 5
1350 1850 — — — —
1353 1910 3% 101 20-21/11 25/26/1L 12/13 dias 5 dfias
1354 1710 o —_ — Sohrevive
© 1355 1700 " — -— i
>~ 1356 1640 ' — _ '
= 1357 1830 45 10-4 — — .
oo 1358 1650 T — — "
1359 1900 — _ -
1360 1979 ' — — '’
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que en su 70.° pasaje apenas se mostré activo una vez sobre cuatro en
diluecién a 1:5.000.

Deseamos ingistir ahora solre una particularidad que solamente nos
habiamos limitado a sefialar en otra oportanidad. al considerar la accion
de las diluciones estudiando el virus “Argentina’ (1).Se refiere a la in-
fluencia ejercida por la dilucion sobre 'os periodos de incubacion. Ya
habiamos notado entonces una relacion directa entre las diluciones maias
extendidas con aquellos pericdos més alargados y destaciabamos hallarnos
frente a un hecho controvertido, donde eminentes investigadores sostenian
maneras de ver extremadamente opuestas. NITCH por su lado, como iam-
bién REMLINGER, PALMOWITCH y BAILLY (2), han deducido de sus
experiencias que no existe ningun retado proporcional al grado de dilu-
cion. FERMI, a su vez, ha sostenido precisamente lo contrario al observar
que las diluciones muy extendidas de virns, provocan un retardo de du-
racién en la incubacion que seria proporcional al grado de la dilucion.
Agreguemos que igual observaciéon ya habia realizado HOEGYES —«con-
temporaneo de Pasteur— en el ano 1889 (3). Nuestras primeras observa-
ciones al respecto, publicadas al referivions al estudio del virus “Argen-
tina” (loc. cit.), venfan en apoyo de lag :omprobaciones de FERMI, aun-
que no bhajo forma de expresion matemilica, ya que la proporcionalidad
a que hace referencia dicho autor de vetardos en relacién directa con
log titulos de dilucidon, no se produjeron para diluciones a 1:100.000 y
1:200.000, en que el periodo de incuba:ion resulté sensiblemente igual
para ambas. KEstos ultimos resultados vbtenideos con las diluciones de
nuestro virus “B.237, noes ofrecen un nuevo e importante elemento de
juicio para formar criterio acerca de ege punto, puesto que permite apre-
ciar la misma particularidad con las mismas caracteristicas frente a un
virus de origen y actividad muy distintes de aquél. Tanto dentro de su
actividad al 70.° pasaje, como a los 196, cuyas maximasg se registran en
diluciones a 1:5.000 y 1:30.000 respectivamente, se pudo comprobar un
sensible retardo de incubacion con respecio a la accion de las emulsiones
concentradas o moderadamente diluidas. En las experiencias de més re-
ciente data, se puede observar que tres grados distintos de ditucion,
1:5.000, 1:10.000 ¥y 1:20.000, se ‘han comportado casi exactamente igual
en los retardos de incubacidén, representados entre tres y cuatro dias con
respecto a lo normal. La actividad del virus que estudiamos también
fué efectiva a 1:30.000 una vez sohre cuatro, perc acentuando aquel re-
tardo registrado para las diluciones antes mencionadas en dos dias mdis.
Agui nos hallamos mas proximo ailin de las afirmaciones de FERMI
Descartando este caso, que por preseniarse aislado en el conjunto de
nuestras experiencias no debemos atriouirle mayor significacion, surge

—
(1) (. Freire Mufioz. Anales de la Face. de Vet. Nows. 2-3. Dne. 1037, pag. 197.

o

(2) Remlinger, Paimowiteh v DBailly., Comp. R. de T 8. de Biol, 1931, pag. 107,

(3) M. A. Hoegyves, Vaccinations contre Ia rage. Ann. Inst. Pasteur. 9 1383
pag. 449,
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claramente como resultado de todas ellas una evidente relacion entre el
retardo del periodo de incubaciéon con el estado a que ha sido llevado
el virus por la dilucién, observandose mayor sensibilidad y regularidad
para las diluciones mas extendidas deniro de la zona de actividad de
cada virus 0 de su momento evolutivo, sin que ello acuse proporcionalidad
con los distintos grados de dilucidon, No creemos, sin embargo, que estos
periodos de incubacion, mas o menos alarzados, consecutivog a una dilu-
cién del virus, autorice a considerar esta aeccion como factor de atenua-
cion, tal como se expone en varios trutidos clasicos. Estos resultados
mas bien sugieren la idea acerca de un minimum de unidades infec-
tantes, \dentro de cuyos limites se cumpliria la infeccién al plazo fijo
que caracteriza el momento evolutivo de cada virus. Desbordado ese 1i-
mite —caso de las diluciones extendidas-— Ia accion infectante se mues-
tra retardada por la actividad de una Jefensa organica a la que un nu-
mero relativamente débil de elementos infectantes no pudo anular de
golpe. Nos encontramos asi en una zona de transgicion, donde la lucha
entre el organismo y el virus puede definirse a favor de cualquiera de
los antagonistas, quedando como testimonio de esa lucha. sea un estado
de infeccion retardada, sea, en algunos casos, un estado de inmunidad,
Ic gque viene a documentar la presencia del virus en aguellos titulos de
dilucidén sub-infectantes. No ha sido otro el fundamento de HEYGES al
crear el método de las diluciones para el tratamiento antirrdbico, quien
declara haber encontrade los elementos de su método en los trabajos de
Pasteur, el que a raiz de algunas experieacias de vacunacion habia emi-
tido la idea que la desecacién de lag médulas disminuifa no la virulencia,
sino la cantidad del virus.

SENSIBILIDAD DEL CONEJO A LA ACCION DEL VIRUS “B.23”
INOCULADO POR DISTINTAS VIAS. — Con virus de 96.» pasaje inocu-
lamos un loie de diez conejos:; dos en la camara anterior del ojo; cuatro
en los masculos de la nuca y otros cuatro bajo la piel del abddémen.
Una prueba andloga realizamos cuandoe cl virus habia cumplido cien pa-
sajes mas, es decir, a los 196 pasajes, inoculando también en este caso,
perros ¥ lauchas suizas. Los cuadros No3. 4 y 5 registran la experiencia
y sus resultados, pudiéndose apreciar qusz el virus “B.23" se mostrd ac-
tive con rigurcsa regularidad para el conejo inoculado bajo la piel del
abdémen y en los musculos de la nuca, partiendo de una emulsién espesa
de bulho conservade entre 2 y 5 dias en medio Bedson al frio. En ambos
casos los periodos de incubacion denuncian la accidn de un virus de acti-
vidad exaltada con respecto a la virulencia de las cepas de calle cuando
son incoculadas por esas mismas vias, notandose mayor bhrevedad y regu-
laridad de ese periodo luego de cumplidos ios cien nuevos pasajes (196
en total).
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CUADRO N.*" 4
VIRUS “B.23"” DE 96.© PASAJE
——— - — ; = —_ ' —
! ! Observaciones
Senal Via Inicia ‘ .
Fecha Conejo Inoculac, Parilisis Muerte "
\ |‘ Incubacion Enfermo
’ 1.-1 i/ocul, 271V /741 i a1V /4 S dias ! 3 dias
—_ ! 1.-2 " 121V /4 AT Y 16 " ‘ 37407
- N-i I/tnuse. 271V /41 G/T/LV N ” ! 145 07
= N-2 " woln sl G/T/LY v S T
= N-3 o SV /10 VIR oo 3
}\ﬂl N-4 " BFSRWES TNV 11 ' 2 '
. . Sc-1 s/cut. BV /41 . SV 12 ! A
‘ se-2 v 50V /41 ‘ hYARY 11 ” 3 '
I Se-3 ” OV /41 GAN/IV IR TE I
Sc-4 " 6/1V /41 NAY/IV 12" Lo
I I
CUADRO N.* 5
VIRUS “B.23”" DE 196." PASAJE
e A e —————————
§ ) k \ X .
| Observaciones
i Senal Via . Inicia . I - B
Fecha ‘ Canejo | Ineoculacién . Paralisis Muerte I
l ' Incubacién Enfermo
[ ‘ i/ucul, 97798 /] 081 /1 hYAL * }odlas
4 N " 27/2%/1 2171711 NS PR
= M-1 ismuse, 2T/25/1 1/2/11 S/ " 5o
o M-2 " 2T/28/1 172711 S/Y a O '
— B-1 s/cut, I8/29 /71 1/2/711 D/10 T E
B-2 ‘ " /5171 2/0711 11/12 dias 3
Perro l }
!
< O/A s/eut., — J — Sobrevive
: ()/N r . J —_— 1y
iy N/M i/muse. 10/11 /11 1a/14/11 22723 Adias 3 diae
= B/N " 12711 S 1:¥4 ¥ EYEE P
'
Laucha
b S/M i/ceaud. Bo/1/46 Ju/31/1 10 dias 1/2 dias
= A/l ” 2i/1 28/29/1 X 1/2
- A/ " 29/1 30/1 JEL |
— A/B " 2771 2R/20/1 b S 172
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Ahora bien, si consideramos que los virus fuertemente adaptados al
conejo —caso del virns “Argentina”—, se manifiestan esencialmente en-
cefalotropos, el resultado de estas experiencias sugiere la creencia de
un periodo previo de exaltaciéon para la egpecie, cualquiera sea la via de
inoculacidn, incluso aquellas gue norm:2lmente ofrecen terreno poco ade-
cuado para que prospere la infeccion rabica. Es de sefialar que puede
concedérsele importancia practica a esa manifestacion toda vez que la
finalidad fundamental de la obtencion de un virus fijo persigue un des-
tino antigénico. Ello puede llegar a explizar, en algunos casog, el motivo
de accidentes vinculados al tratamientn basado en €' empleo de virus
fijos que alin no han perdido su neurotripismo periférico. (En qué mo-
mento un virus fijo adquiere el caricter esencialmente encefalotropo?
l.os distintos investigadores que han seguido paso a paso la transforma
cion de distintas cepas, no han abordado ese punto. Los resultados de
nuestras pruehas solo permiten establecer que el virus “B.237 atn no
habia adquirido la mencionada propiedad frente al conejo, en su 196.°
pasaje y que, en cambio, ya la poseia para esa especis el virus “Argen-
tina” en oportunidad de nuestros ensayus, partiendo del pasaje N.» 1.779
efectuados y publicados en 1937 (loc. cit.) Comno luego veremos, todo in-
duce a pensar que ia calidad de firme encefalotropismo noc represente la
condicion indispensable para una eficiente accidon antigénica, aunque para
los fines de orden practico deba exigirse la concurrencia de ambas pro-
piedades,

PREPARACION DE VACUNA PARTIENDO DEL VIRUS “B.23", —
Con los mielencétalos extraidos de los conejos Nos. 4h y 46 correspon-
dientes al 71.” pasaje, se prepardo una partida de vacuna de acuerdo con
los principios vy técnica de Umeno y Doi, ajustindonog a la practica se-
guida desde tiempo atras referida en trabajos anteriores (1). Esta partida
de vacuna la denominamos “B.23/1", siendo aplicada a cuatro perros
comparativamente con la empleada en otros cuatro peiros destinados al
control periédico de la vacuna corrientemente preparada partiendo del
virus “Argentina” empleado por el Institato Antirrdhico. El cuadro si-
guiente, N.° 6, informa sobrs esta experiencia:

El resultado de esta experiencia demuestra que el virus “B. 237 a
los 71° pasajes, ya se hallaba en un momento evolutivo suficientemente
adecuado para evidenciar tanto su inocuidad como su eficiencia antigé-
nica luego de sufrir la influencia de los distintos factores de atenuacién
gque actiian en el complejo vacunal, no permitiendo apreciar diferencias
inmediatas con la accidén desarrollada a este respecto por complejos de
este tipo en funcidn de virus clasicos., Esta experiencia, ademas, tiene
todo el significado de una prueba de inmunidad cruzada si nos retrotrae-

PR E—
(1} . Freire Muhoz, An. de la Esc. Vet. del Uruguay. Afio I, N.» 12, Dic.
1929, pag, 457,

492



FACULTAD DR VETERINARIA

I A

DE

ANALES

UQIDBAIIS(G 3P $983lu $24) SO[ sopesed BOUsLIKIXe 9p SOPBINSL uUctsn] anb SO ‘[BIQIIID

ugs[nue U0y SINOIDVINOONI
‘sopeIwaIsdIy sououlry “epnse

BlA 10d SO[PUOD SOP UB[NDOUL 985 BOISO[01S1]

08 Ul uowiuwly Ip ‘D oOp

aguowrind evlwesIsdlH 'oZBRWOISe [0 ua solad eop vIoEJ CeoIBvaIcowialY epnSe SNLIBIUL-0I)SED IVYISdOHDIN
‘uowIuIy ap ") [0 u? 483N op ‘sdaod sp elouasny
‘JanU B[ 9P SIIUE BIP UN SIPBPIUISIIXI $B] U9 zopldd 4 [vIaul8 ojuaruupedsp opeIscw elqey oxrsd aysH — (1)

‘OU83LIS9U JJUIUIBIUBII OpuUIls
aq1Uua sjrenuw B[ A SBIPp 91 Us ofsuoo (8 svonfeled sduolde)ssjiurw serdwnld sBp ofnpoad

'seIp 61/81
‘011 [e uospog

O1paW Ul SBIP 41 OopraJasuod op oSon| ofsuod B aed ofesed un opryns BIGRY OF/I1/9Z2 ®BIP I? BIQEI 8p o0lIsnuw
‘(ODIQRBLIIIUY "ISUT) LI0°CT o' N 04J2d [9p Bluaaodd £ O[sSNW [9p SO[NOSNW S0] U3 OpPBINOOUl INJ 3j{ed> 3P snIia [ VILON

‘s021dll 189N &
op dJdod> ‘wsolny viwy ‘01/¢/7 4 — " — ez'! (1029 m ognsaL
0F/1X/T OPBRIJLIIBS — ” — ey (H)99 w 03nsey,
- 5 0¥/ AT/08
SILIIA S9S3W 9 ¥ oprinay “ y ¢+ ¢ eg ()¢9 ) 0F/ 111782
“BlUOWINAUODUOIE  OF/IITA/SE + 0C1/6F1 .. I ctoe ez¥ (H)¥9 < %w\\m\x“wm
'SNIIA ap Bgeanatd B[ 2p sasaul . .. ¢ < ()89 ! OF/TLI/ G5
g 90[ B wousadxa Ip SOpRINLY AFL o . ' e 008 (1) 29 by 0F/111/638
! for/Aav/og
“ P c+cC 00°¢ (H)19

w ¥/ 111/6%

o
SNIIA 19 1103l 9p sasaw ! fo¥/AT/08

9 SO0 B eloualwdxs 2p sopeianey ve “ g+« ere (H)09 M
_ 105/111/62
, " o ¢ cL'y (W69 5 O%/111/6%
(1) eiqes oanuvdIeN OF/TA/C L 1/6 9 ' ¢ Yol (Iv)se 0F/111/65
SOJIA euUnase A SNJIA “Ul | UQIoBUNIEA

epea|dw 'sab oudd
$9UOIOBAIISAD w:w__um>m omo.w_ _...h._sm
‘05 s1s0Q :9p seyrad

e
9

«c "N OHAVNDO

493



nEDruUniLECA ORI ENTAL L UCRUGUAY

ios a la efectuada con el virus “B 237 en oportunidad de su aislamien-
to. (Pag. 3).

Puede sorprender, sin embargo, esta similitud de propiedades vacu-
nales entre virus de actividad tan distinta en la base de eslasg vacunas,
kn efecto, mientras el virus “B. 237 a su 70" pasaje apenas se mostrd ac-
tivo una vez sobre cuatro en la dilucién 1:5.000, mostrandose completa-
mente inactivo a 1:10.000, el virus “Argentina”, base de la vacuna que
2irvio de térinino de comparacion, titulade por nosotros en su 1.902" pa-
saje (ano 1937, loc. cit.), habia acusado una actividad cien veces mayor
que aquel. Pareceria que el virus modificado, hubiera adquirido ya desde
sus primeras manifestaciones de fijeza, una caracteristica antigéunica es-
table que, en todo caso, resultaria utilizable para la caracterizacién de su
nuevo estado, concurriendo fundamentalmente, junto con otros signos de
distinta naturaleza, a darnos la pauta para apreciar con cierta justeza
anquel momento del proceso en que se establece la mutacion,

Subsisten, sin embargo, en este perioda del proceso de transforme-
cion, algunas caracteristicas gue indican diferencias apreciables en la
fisonomia bioldégica de ambos virus, En efecto, mientras el virus “Argen-
iina” se mostro inactivo para el conejo inoculado por vias subcutinea
y muscular en pruebas realizadas cuando llevaba 1.779 pasajes, lo que
demuestra su firme desadaptacién para los tejidos periféricos atn en la
propia especie de su fijacion, el virus “B. 23" se ha comportade de ma-
nerg muy distinta, segun puede apreciarse a o lectnra de los cuadros
N.os 4 y § referentes a dos momentos distintos det proceso de transfor-
macion, a los 96 y 146 pasajes. Ksia propiedad la juzgamos de toda enti-
dad, como para justificar el rasgo fisondmico ftundamental de un virus fijo.

ACCION DEL VIRUS “B. 23" INOCULADO POR V!AS
DISTINTAS DE LA CEREBRAL

Examinando la sinopsis de I0s cuadros N.os 4 y 5, hallamos todos
los elementos que permiten establecer el grado de sensibilidad de! perro,
conejo y lauchas suizas a la accion del virus “B, 23”7 de 96 y 196° pasajes
inoculado por distintas vias con exclusién de la cerebral. Podemos asi
apreciar un perfodo de incubacidn sensiblemente igual en el conejo ino-
culado en la camara anterior del 0jo y en los musculos de la nuca, notan-
dose una diferencia en la evolucion de la enfermedad, mas breve para
la primera de estas vias (1 a 2 dias de diferencia). El coneio también
se ha mostrado francamente receptivo por via subcutinea, con periodos
de incubacion comprendidos entre ¢ y 12 dias y muerte a los 3 a 4 dias
después. Ya hemos considerado este punto en lineas anteriores,

El perro ha sucumbido de rabia paralitica a la intrnduccion del virus
en los masculos del muslo, luego de una incubacion entre 22 y 24 dias
y muerte a los tres dias de enfermedad, hahiéndose mostradeo insensible
2 la accion de la misma emulsion introducida bajo la pie]l de aquella
region,
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Lauchas suizas inoculadas por via intracaudal, segin técnica de
JONNESCO, han contraido la enfermedad, sin excepcion, entre 1los 8 a
10 dias, muriendo entre 24 y 36 horas después.

Sefialaremos gue en todos estos casos hemos realizado la investiga-
cion de corpusculos de Negri al nivel del C, de Ammon y corteza cerebral,
no encontrando el menor indicia de estas inclusiones en los cerebros
correspondientes a conejos y lauchas. En- camhio, hemos observado al
examen del C. de Ammon de los perros N/M y B/N, sobre todo del pri-
mero, la presencia de algunas células ganglionares con inclusiones es-
casas, pero algunas bajo las caracteristicas morfoldgicas y tintdreas
tiptcas de los corpisculos de Negri, junto a otras de aspecte rudimenta-
rio y débilmente tefiidas. La presencia de estos elementos unide al pe-
riodo de inecubacién en estos perros, nos indujo a sospechar una reversi-
bilidad de nuestro virus hacia su fuente primitiva, por lo que decidimos
inocular dos conejos for via cerebral y dos perros por via muscular par-
tiendo de una inezcla de los cuernos de Ammon de ambos perros luego
de una permanencia de 6 y 7 dias en glicerina a 50 % en sol., fisiologica
de pH 7,2, al frio. Ambos conejos contrajeron la enfermedad a los siete
dias, comportindose el virug dentro de la modalidad que a ese respecto
caracteriza su momento evolutivo presente. Uno de los perros enfermo
a los 22 dias de inoculado, con manhifestaciones paralfticas del tren pos-
terior, evolucionando la enfermedad exclusivamente bajn esta forma hacia
la muerte que se produjo a los tres dias. UUna prolija investigacion de
corpusculos de Negri en el . de Ammon, cortezas cerehral y cerehelosa
nos reveld una ausencia total de estas inclusfones, El segundo perro agn
sobrevive en buaenas condiciones, cumplidos dos meses de inoculado. Dos
nuevos conejos inoculados en el cerebro con emulsién de C. de Ammon
del perro muerto con manifestaciones de rabia paralitica, enfermaron y
murieron dentro del plaze habitual caracteristico.

Debemos mencionar, asimismo, nun hecho excepcional registrado du-
rante el proceso de los pasajes de nuestro virus por el cerebro del conejo,
que depone terminantemente en favor del grado de estabilidad alcanzado
en su mutacion. Es el siguiente: al cumplirse el pasaje N.° 170 sobre dos
conejos inoculados con fecha 16 de Agosto de 1944, uno de los conejos
enfermd y murié dentro de los plazos normales. Kl segundo sobrevivig,
siendo conservado en su mismo box, Con fecha 12 de Marzo de 1945,
amanece muerto luego de haber permanecido en estado de paralisis con-
firmada durante 48 horas, la que fué precedida por manifestaciones ner-
viosas tales como incoordinacién en el desplazamiento y algunos signos
de excitacion traducidos por movimientos bruscos de cabeza, atribuyén-
dose esto ultimo a la presencia de Adcaros en el conducto auditivo ex-
terno; pero tanto por su modalidad como por su evolucién, la paralisis
configuraba una manifestaciéon tipica de rabia que, en tal caso, habria
respondido a una incubacién extraordinariamente prolongada, mas de
seis meses y medio. Practicamos una minuciosa investigacién de cor-
pusculos de Negri en el C. de Ammon, siendo su resultado absolutamente
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negativo. Con el bulbo, que permanecio ocho dias en liguido conservador
al frio, se inocularon dos conejos por via cerebral y dos lauchas suizas
por via intracaudal (Jonnesco). Uno de los conejos enferimna con sighos
paraliticos al octave dia ¥ luego de una evolucion lenta muere cinceo dids
mas tarde, habiendo permanecido no menos de 48 horas en estado de
coma, El segundo conejo también enferma y muere en las mismas con-
diciones del compaifiero, con un dia de retraso (era de bastante mayor
peso que el anterior). Las lauchas amanecen enfermas al noveno dia,
iniciandose con muestras de excitacién (tendencia a morderse la cola
en el punto de inoculaciéon y a morder lag paredes de la caja junto a los
corificios de ventilacién). La enfermedad, en ambas, evoluciond rapida-
mente hacia la muerte que se produjo al finalizar el dia luego de algunas
horas de pariligis. Total ausencia de corpusculos de Negri. Partiendo de
la sustancia encefalica de estas lauchas y conejos, se hacen dos nuevos
pasajes cerebrales por el conejo en dos lineas independientes, lo que
permitié recuperar la virulencia inicial de la cepa (7 dias de incuba-
cion}, quedando evidenciado que el conejo atacado de rabia seis meses
vy medio después de inoculado por via cerebral, mantenia con sus carac-
teristicas casi intactas el virus de 169" pasaje, el que apenas acuso cierto
grado de atenuacion accidental, ya que no persistiéo a través de dos nue-
vos pasajes, s un hecho que, como se vé, contribuye a valorar ese estado
~de tirme mutacién alcanzada por el virus “B. 23",

APTITUD SEPTINEURITICA DEL VIRUS “B., 23", — Kn otro tra-
bajo anterior ya referido (1937, loc. cit.), hemos destacado la importan-
cia, sobre todo de orden practico, que se le atribuye al fendomeno de lu
geptineuritis en el proceso de la inmunidad rabica, lo que habria hecho
pensar {que una total proteccion contra la infeccién especifica puede ha-
llarse directamente vinculada al grado de regularidad con que se cumple
la dispersion centrifuga del virus-vacuna para llegar al contacto de toda
la, red nerviosa periférica. Hemos mencionado la constancia absoluta de
la aptitud septineuritica del virus de calle y una inconstancia relativa
para el virus fijo, asi como una marcada precocidad en la aparicién de
ese estado bajo la accién del! primero, en contraste con la lentitud que
en ese mismo sentido obra el segundo. Estudiando bajo este aspecto el
virus fijo “Argentina’, pudimos confirmar esag premisas. Hemos reali-
@ado pruebas andlogas con el virus “B. 23”7 en la forma que ilustra el
cuadro N.» 7, partiendo del virus correspondiente al 196 pasaje. Al efecto
fueron sacrificados dos conejos —P. 196/1 y P. 196/2— ¢n plena para-
lisis confirmada desde 24 horas antes y en evidente estado de coma. Fue-
ron extrafdos los nervios cidticos y braquiales ajustindonos a la técnica
indicada por NICOLAU (1). Los resultados de esta prueba, registrados

(1) 8. Nieolau, Mme. O, Dimanceseo - Nicolau ot J. A, Galloway., KTUDIS
SUR LES SEPTINEVRITES A ULTRAVIRUS NEUROTROPES Ann, de 'Inst,
lasteur, 1. XVIIL, 1524, N.» 1, pag. 3.
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en la sinopsis que va a continuacion, demuestran una aptitud septineuri-
tica bien manifiesta, permitiendo apreciar en bhase a las incubaciones
registradas, uma actividad equivalente a los titulos de dilucién
1:1¢.000/1:20.000.

CUADRO N~ 7T
APTITUD SEPTINEURITICA DEL VIRUS “B. 23” DE 196° PASAJE

- R
Num. dell Fecha ’ Procedencia Dosis Inicia Muert ffC{ }j‘é— i'g‘.'-:‘ N

conelo de inoc. | del virus c.c. Paralisis uerte Jrokzervac RN

/ ’j" HETA

, :
} ~ L ’tl\
= /-' X e = \\‘

O o -.‘

! ¥ R
| (¢ ¢ 2
S, 196-1 Br. d. P196/1 0,30 T dia | 12714 4. SN v
8. 196-2 . ’ ” yo TE g : ool
8. 156-3 < Ci. 1. 1I9%6/1 » ” ” 12/13 7 ‘ 1
S, 1%6-4 - ' ' . ” v i i2z03 " RO
8. 196-5 1 Br. . P146/2 ” 1.0 7 12 " g
+.196-6 2 oo ” g 11/12 g7

S, 196-7 i 0. 16,2 " S0 10 ” Q2

S. 12'6_3 L E] (R} t2] 3y l’_“ T 12/]:; 1 X . ._/

o
r

Concretando en un ligero resumen todo lo expuesty, se puede esta-
blecer que el virus “B. 23" en el momento actual de su evolucion (196
pasaje), responde a lasg siguientes propiedades de un virus fijo:

1.*) Constancia e inmutabilidad en el periodo de incubacidn, esta-
bilizado en siete dias por pasajes cerebrales e¢n el conejo.

2.") Rigurosa regularidad de la sintematologia en la enfermedad
del conejo, a evoluciéon estrictamente paralitica dentro de un
cuadro y un tiempo casi idénticos de uno a otro pasaje.

3.") Activo para la especie por via cerebral a 0,25 ctgrs. de titulo
3 X 10—

4.”) Inactivo para el perro inoculado por via subcutidnea con emul-
gsiones densas, todavia activas, por esa via, para el conejo.

) Aptitud septineuritica positiva y relativamente precoz,

"} Como antigeno, luego de sufrir la accién de los distintos facto-
res de atenuacion que obran en el complejo vacunal fenicado
(Umeno y Doi), se ha mostrado tan eficiente como el virus
clasico “Argentina” sometido a igual proceso.

7.¥) Desaparicion total de los corpusculos de Negri en el cuerno de

Ammon del conejo, a partir del 5.° pasaje.
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A continuacion se reproducen los protocolos correspondientes a todo
¢l proceso de transformacion en virus fijo del virus “B. 23"

Este trabajo ha sido realizado en;

instituto de Bacteriologia de la Facultad de Veterinaria
de Montevideo, dependiente de Ja Universidad,

Laboratorio de Biologia Animal de la Direccion de Ga-
naderia, dependiente del Ministerio de Ganaderia y Agri-
cultura.

Seccién Veterinaria del Instituio Antirrabico, dependien-
te del Ministerio de Salud Publica.
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