PRESENTE Y FUTURO DE LA VACUNA ANTIRRABICA

El empleo de vacunas antirrabicas se basa en los mismos prin-
cios inmunolégicos que gobiernan el uso de otras vacunas
destinadas a inmunizar contra otros agentes infecciosos.
Sin embargo, las vacunas antirrabicas difieren de las otras en
dos aspectos fundamentales:

1. La modalidad de empleo, en la gran mayoria de los casos,
es diferente: la rabia es la tnica enfermedad del hombre con-
tra la cual se procura inmunizar activamente el paciente
después de la exposicion al riesgo y de la eventual penetra-
cion en su organismo del virus rabico.

2. Las vacunas antirrdbicas de uso corriente en la actua-
lidad son eminentemente ‘‘sucias”; constituyen el produc-
to biolégico menos purificado que parenteralmente se le
inocula al hombre, no uuna sino hasta 28 veces en el curso
de un tratamiento. Esa circunstancia, presencia de subs-
tancias orgdnicas indeseables, es el principal factor que
ha limitado el empleo de la vacuna en humanos, a pacientes
ya expuestos al riesgo y restringido su aplicacién en forma
pripiamente profilictica como es norma para las otras
vacunas.

El peligro de accidentes post-vacunales con las vacunas ac-
tuales, obliga a evaluar cuidadosamente la indicacién del
tratamiento, aplicando éste solo a los casos razonablemente
justificados. En este sentido, investigaciones recientes' in-
dican que la saliva del perro rabioso no es infecciosa mas de
tres dias antes de que aparezcan las manifestaciones clini-
cas de la enfermedad.

De todas maneras, la solucién del problema radica en la
elaboracién de vacunas potentes, suficientement
purificadas. El ideal seria una vacuna que contuviera el
antigeno rabico puro, capaz de inmunizar satisfactoria-
mente después de aplicarse una, o a lo sumo, tres dosis, despro-
vistas totalmente de substancias encefalitogenas y/o de
propiedades alergénicas.

Las investigaciones llevadas a cabo en los ultimos afios, y
los resultados preliminares logrados gracias a los progresos
técnicos, particularmente en lo que a multiplicacién del
virus rabico en cultivo de células se refiere, ofrecen las ma-
yores esperanzas de que en un futuro préximo despondre-
mos de este tipo de vacuna.

Varias clasificaciones pueden adoptarse para diferenciar
los distintos tipos de vacunas antirrabicas:

1. De acuerdo con la calidad del antigeno empleado en

puras o

su elaboracién, se diferencian las vacunas de virus vivo ate-
nuado de las que contienen virus inactivado.

2. De acuerdo con el sistema susceptible utilizado como
fuente de virus, se distinguen las vacunas preparadas en teji-
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do cerebral de las producidas en embriones de pollo o de pato.
3. Desde un punto de vista practico de empleo pueden cla-
sificarse, de acuerdo con las especies que las reciben, en va-
cunas para usos humanos, canino y bovino.

En realidad, ninguno de los tres grupos anotados puede en-
cerrar todas las vacunas, puesto que un tipo determinado,
por sus caracteristicas de fabricacion y/o de empleo, pue-
de incluirse en mas de un grupo. Por ejemplo las vacunas de
“tipo Semple” y de ‘“tipo Fermi”
en humanos y también en animales.

pueden utilizarse

Vacunas para uso humano
Las vacunas antirrabicas, hasta ahora utilizadas para in-
munizar el hombre, se preparan a partir de tejido cerebral
infectado o de embion de pato. En ambos casos se utiliza co-
mo semilla cepas de virus fijo adaptado a cerebro. En general,
el tejido infectado es tratado con fenol solo, con fenol y calor,
con rayos UV, o con beta-propiolactona. Lasvacunas de te-
jido cerebral tratadas con fenol y calor, contienen virus
totalmente llamadas “‘tipo Semple”’;
mientras que las tratadas sélo con fenol, contienen particu-
las virales todavia infecciosas y se conocen como ‘‘tipo
Fermi”.
La confianza depositada en las vacunas de “tipo Fermi”
ha sido seriamente quebrantada después de los accidentes
mortales ocurridos en Fortaleza, Brasil’, en 1960, a raiz de
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la vacunacion de 66 personas con vacuna de “tipo Fermi

inactivado y son

’

18 de las cuales murieron con sintomas de rabia. aislando-
se virus rabico de los cerebros. La vacuna preparada en teji-
do cerebral de carnero tenia un titulo de virulencia en ratones
de 10’ DLs; y se habia dado al consumo 4 dias después de
anadido 0,50% de fenol, sin ningun tratamiento adicional.
Los efectos desastrosos observados tienen que ser atribuidos
a la patogenicidad para el hombre del virus fijo, lo que echa
por tierra la vieja y sélida creencia de que ese tipo de virus era
inocuo. Aun cuando se reduzca al minimo el contenido en
virus vivo de una vacuna de “tipo Fermi”, parece un acto
atrevido y peligroso, el inyectar un humano con una vacuna
que contenga virus fijo adaptado a cerebro, cuando se sabe
que ese virus es patogeno para muchas especies de ani-
males. “En este momento no se conoce ninguna cepa de
virus que haya probado ser capaz de multiplicarse en el hom-
bre produciendo inmunidad sin causar enfermedad. Sin
embargo, existen tales cepas para uso en animales’™ .

Las vacunas tradicionales de “tipo Semple”’; preparadas
en cerebro de animales adultos, carneros, cabras o conejos,
han contribuido eficazmente, sin duda alguna, a evitar la
enfermedad en un nimero probablemente considerable
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de mordidos. Pero tratandose de una vacuna inactivada,

su poder inmunolégico fundamentalmente del contenido
en antigeno no alterado de la dosis administrada. Como el
titulo del virus desarrollado en el tejido cerebral de anima-
les adultos es relativamente bajo, la obtencion de una vacu-
na de potencia suficiente obliga a utilizar una concentra-
cion relativamente alta de tejido cerebral en su preparacion,
por una parte, y a multiplicar (14-28) las dosis, por otra.

El gravisimo inconveniente de esas vacunas, ademas de las
numerosas inoculaciones que implican, es el peligro de ac-
cidentes sistémicos, en especial de complicaciones neuro-
paraliticas, que comportan una letalidad habitualmen-
te del orden del 20%. Estos accidentes, de tipo encefalomie-
litis alérgica o de paralisis ascendentes de tipo Landry, ocu-
rren con una frecuencia variable, desde un accidente por ca-
da 8.000 a 10.000 tratados, hasta un accidente por cada 500
a 600, dependiendo de los paises o grupos étnicos afectados
sin que, hasta ahora, haya podido establecerse la causa de la
mayor o menor susceptibilidad de los individuos o comunida-
des. Se observan, en regla general, a partir de la octava o déci-
ma inoculacién y se deben a una substancia encefalitogena,
proteina basica, contenida en la mielina.

De acuerdo con las recomendaciones del Comité de Exper-
tos de la OMS en Rabia, diversos investigadores se han dado
a la tarea de estudiar y preparar vacunas distintas con el fin
de disminuir la incidencia de las complicaciones post-vacu-
nales y, eventualmente, de eliminar los factores responsa-
bles de ellas.

A partir de 1955, el empleo de embrion de pato por Peck y co-
laboradores (4-5) para la elaboracion de una vacuna para
uso humano, correspode a un primer intento para lograr un
producto aceptable. El uso de esta vacuna preparada con
virus fijo inactivado con beta-propiolactona no ha suprimi-
do por completo las complicaciones post-vacunales, si bien
es cierto que los accidentes neuroparaliticos han sido esca-
sos, debido a la presencia comprobada de una pequena can-
tidad del llamado ‘‘factor paralizante’’. Por otra parte,
la potencia inmundgena de esa vacuna deja mucho que de-
sear’. Los titulos de anticuerpos en voluntarios inocula-
dos, a titulo profilactico, han resultado insistentemente in-
feriores a los obtenidos con otras vacunas particularmente
de tejido nervioso. También se han senalado fallas en el
tratamiento antirrabico, en especial cuando éste comporta
el uso de suero antirrabico, considerandose que la vacuna
de embrion de pato no es suficientemente potente para ven-
cer el efecto interferente o inhibidor de la inmunizacion ac-
tiva que tiene el suero hiperinmune, aiun en casos en que el
tratamiento correctamente administrado va seguido de las
inyecciones de refuerzo recomendadas’ .

La observacion de que el “‘factor paralitogeno’ no existe
en el momento de nacer, en el tejido nervioso de muchas espe-
cies (ratones, ratas, conejos..z..) sino que se manifiesta
en una etapa ulterior del desarrollo, ha sido aprovechado
para obtener vacunas preparadas en cerebro de animales
recién nacidos® .

La vacuna de Fuenzalida y Palacios es preparada en cerebro
de ratones lactantes de 3-4 dias de edad utilizando virus
rabico fijo. La cosecha de los cerebros infectados se hace
3 a 4 dias mas tarde, antes de que aparezca en ellos la subs-
tancia encefalitogena (9°-13° dia). El virus es inactivado
por rayos UV. Esa vacuna ofrece una doble ventaja: por
una parte, ausencia de la causa principal de complicacio-
nes neurologicas post-vacunales; por otra, la presencia de
antigeno rabico en proporcion alta. Esto se logra gracias
al hecho de que el virus alcanza titulos de virulencia mu-
cho mas altos en cerebros de animales recién nacidos que en
tejido nervioso de animales adultos, lo que permite conse-
guir un producto de alta potencia, atun rebajando al 1% la con-
centracion de material cerebral.

Tal vez, desde el punto de vista de proteccion contra rabia, es-
ta vacuna sea la mas eficaz empleada en la ctualidad. Sin em-
bargo, no puede considerarsele una vacuna ideal por tra-
tarse de un producto ‘‘sucio”, tanto por su contenido en
substancias organicas extranas, como por los virus muri-
nos latentes muy diversos, infecciosos y/o oncogénicos que
pueda contener. El peligro potencial de esos factores no ha
sido debidamente evaluado hasta ahora y, en nuestra opi-
tra opinion, la aplicacion en humanos, en gran escala, fue
apresurada, sin que se llevaran a cabo estudios experimen-
tales de laboratorio y de campo suficientes. Entre nosotros,
se han observado accidentes neuroparaliticos, algunos
mortales, relacionados con el empleo de vacuna nacional,
pero también de lotes preparados en el exterior. La época
de aparicion de los accidentes (despues de la 89 6 10g in-
yeccion) sugiere la posibilidad de que se trate de una enfer-
medad inmunologica, por auto-agresion. Sin embargo,
queda por establecerse o descartarse el papel que puedan
jugar los virus murinos latentes eventualmente presentes,
aun cuando, hasta ahora, no se ha comprobado que los virus
murinos, exceptuando al virus de corio-meningitis linfoci-
taria (virus LCM), sean patogenos para el humano.

Vacunas de uso animal
Tal vez no se justifique tanto como en el caso de vacunas para
uso humano, el esfuerzo de desarrollar vacunas nuevas para

uso canino.

Las vacunas fenoladas preparadas en tejido nervioso han
hecho sus pruebas, si bien la duracion de la inmunidad con-
ferida es relativamente corta, pero ésta tiende a prolongar-
se notablemente con la repeticion de las dosis.

Mucho mas satisfactorio, desde el punto de vista inmunolo-
gico, es la vacuna desarrollada en embrion de pollo por
Koprowski y colaboradores '° ''. El virus utilizado es la
cepa Flury, aislada de un caso de rabia humana y pasado por
Johnson'® 136 veces, por via intracerebral, en pollitos
de un dia de nacidos. Ese virus fijo, adapaptado a cerebro
aviar, fue designado LEP (low egg passage) para los pases
de 40 a 50 en embrion de pollo. Es avirulento para perros por
via periférica. No se recomienda su uso en cachorros de
menos de 3 meses de edad ni en gatos, ya que ha provocado
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rabia en esos animales. Estos, sin embargo, no presentan
peligro para otros animales contactos.

Afirmar en estos momentos que la vacuna LEP, siempre que
tenga una potencia suficiente'®, ha sido y sigue siendo eficaz
en la inmunizacion de los perros contra la rabia. es casi innece-
sario. Los estudios experimentales y las pruebas de cam-
po'* ', como la experiencia de su utilacién en diversos
paises, han demostrado que la vacuna a virus vivo aviani-
zado, Flury LEP, después de una sola inoculacién, produce
una proteccion del 100%, por 3 anos, contra virus rabico
callejero, lo que es prueba solida de la superioridad de este
tipo de vacuna sobre las vacunas inactivadas. Las fallas
observadas siempre han podido atribuirse al incumplimien-
to de los requisitos minimos de los controles de calidad a la
produccion de la vacuna o a la mala conservacién de ésta (lio-
filizacion incorrecta, mala conservacion del vacio. hume-
dad residual muy alta).

Una variante HFP (high egg passage) de la cepa Flury fue
ulteriormente desarrollada por Koprowski y colaborado-
res® ", por pases adicionales (176 a 185) en embrion
de pollo. Esa variante mas atenuada ha perdido patogenici-
dad para el ratén blanco adulto, conservandolo sélo para ra-
tones de menos de 14 dias de edad. Esta vacuna se recomien-
da para inmunizacién profilactica de cachorros, gatos, vy,
sobre todo, bovinos. Es posible que en estos tltimos la va-
cuna Flury HEP no tenga toda la eficacia deseable, en es-
pecial, en ‘condiciones de exposicion a riesgo severo de ra-
bia paralizante transmitida_por vampiros. Sin embargo,
no cabe duda de que en muchos casos, sino en la mayoria,
las fallas observadas, ruptura de inmunidad o duracién cor-
ta de ésta, se deben al empleo de un producto de potencia in-
suficiente por vicios de fabricacién o de conservacion.
Cualquiera que sea la eficacia de las vacunas Flury LEP y
HEP, un aspecto merece consideracion: el hecho de la pro-
porcion elevada de su contenido en materia organica, causa
de accidentes alérgicos. La frecuencia de esos accidentes,
siempre relativa, puede reducirse gracias a la clarifica-
cion del producto por una centrifugacion apropiada desti-
nada a eliminar, sin afectar la potencia de la vacuna, la
mayor parte de las particulas tisulares indeseables. En este
aspecto, los esfuerzos que se hagan con miras a obtener una
vacuna mas ‘‘pura’” para uso humano, podrian benefi-
ciar directa o indirectamente el ejercicio veterinario en lo
que respecta a la inmunizacion mas segura de animales do-
meésticos.

Vacunas del futuro
Como se mencioné antes, las vacunas antirrabicas actual-
mente en uso para el hombre constituyen el producto biolé-
gico menos purificado y potencialmente mas peligroso que
se inocula a esa especie.
Es cierto que se estan aplicando a las suspensiones de cere-
bros métodos fisico-quimicos modernos con el fin de sepa-
rar el antigeno viral de los otros componentes indeseables.
Thomas y colaboradores'® han tratado por centrifugacion

y cromatografia en columna de celulosa-ECTFOLA. una
suspension de cerebro de ratones blancos inoculados con
virus rabico fijo CVS, obteniendo un producto 240 veces
mas puro. La suspension original contenia 1.200 microgra-
mos de nitrégeno por centimetro cibico, la suspension puri-
ficada, menos de 5 microgramos por ml. En cuanto a los ti-
tulos virales, éstos eran muy comparables antes y después
del tratamiento. Desde el punto de vista de su poder inmuné-
geno, el substrato purificado, evaluado por la prueba de
potencia NIH, tenia una potencia 125 veces superior a la
de una vacuna de referencia del NIH
nidos por Larghi y Sikes'? sometiendo a procedimientos se-

Los resultados obte-

mejantes una suspension de cerebro, esta vez de ratones lac-
tantes, inoculados con virus CVS, fueron igualmente satis-
factorios.

Todo parece indicar que el temor a la vacunacién antirrabica
ocasionado por las reacciones locales, sistematicas o neuropa-
raliticas producidas por las impurezas de las vacunas, esta
a punto de desaparecer.

Las perspectivas futuras pueden ser aun mejores si conside-
ramos que los progresos realizados en los dltimos anos
ponen a nuestro alcance una nueva fuente de virus que ofrece
grandes promesas para la elaboracién de las vacunas del
futuro: el cultivo de células no nerviosas.

Después de ensayos hechos por varios autores con resultados
variables, el primer trabajo importante fue el de Kissling”
quien logré propagar la cepa CVS de virus fijo y también
virus de calle de glandulas salivares infectadas, en cultivos

primarios de células renales de hamster-.

21 24 han

Posteriormente  muchos investigadores senala-
do el desarrollo de virus rabico fijo o de calle en una variedad de
cultivos celulares primarios, de lineas continuas o semi-con-
tinuas. Por una parte, las cepas de virus fijo tienden a adap-
tarse mas facilmente a los cultivos de tejidos que los virus
callejeros; por otra, no suele observarse un efecto citopato-
geno franco. Las células infectadas pueden mantenerse du-
rante un periodo largo, a condicién de cambiar el medio nu-
trivo con la debida frecuencia. De acuerdo con el sistema ce-
lular utilizado (endotelio de conejo), y de la etapa de cultivo,
el antigeno rabico puede estar presente en todas o casi todas
las células sin que el desarrollo del cultivo infectado parezca
perjudicarse; el virus permanece en un verdadero estado
endosimbidtico y s6lo una proporcién muy reducida de cé-
lulas libera virus infeccioso. En otros sistemas, como células
diploides humanas o fibroblastos renales de hamster recién
nacido, los eventos intracelulares que siguen a la infeccién,
llevan a la formacion de inclusiones citoplasmaticas de gran
tamano que interfieren con el proceso mitético y finalmen-
teocasionan la degeneracion del cultivo®. Estos estudios
constituyen una etapa imporrtante para la mejor compren-
sion de las interrelaciones virus-célula hospedera y de las
modificaciones, particularmente en lo que a virulencia
se refiere, que sufre el virus rabico adaptado a cultivos de
tejidos.
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A pesar de que todos los cultivos de tejidos de mamiferos
son sensibles a la infeccion por virus rabico, el grado de sen-
sibilidad varia desde los sistemas muy susceptibles como
células renales de conejo (RK-13) y fibroblastos renales
de hamster (BHK-21), hasta las células muy resistentes:
células L de raton y MK2 de rinon de mono Rhesus.

Al principio hubo dificultades considerables para lograr
la propagacion en serie continua de los virus rabicos en los
cultivos; en general, el virus desaparecia después del
6° 6 7° pase. Cuando se descubrié que los cationes aumenta-
ban la adsorcion y penetracion del virus en la célula, la sus-
ceptibilidad a la infeccion rabica de cualquier sistema de
cultivo celular mejor6 notablemente al absorber el virus
en presencia, por ejemplo, de dietilaminoetil-dextran
(DFAE-dextran). El uso de esa substancia en cada pase
permite una propagacion indefinida del virus rabico en
cualquier sistema de cultivo celular’.

Fenje®® fue el primero en publicar el uso de una vacuna an-
tirrabica preparada en cultivo de tejido. Utilizo una cepa
de virus fijo adaptada a cultivos de células renales de hamster
en los cuales obtuvo liquidos de alta infectividad para ra-
tones y conejos. La vacuna obtenida, inactivada con formol,
fue probada en conejos. Estos respondieron produciendo
altos titulos de anticuerpos y resistiendo a la inoculacion
intramuscular de virus rabico de glandulas salivales de zorro
naturalmente infectado. Mas, recientemente, Fenje’” ha
informado los resultados obtenidos con una vacuna del mis-
mo tipo en 450 personas inmunizadas a titulo profilactico
(antes de exposicion al riesgo), empleando varios esque-
mas: 3 dosis a 2 semanas de intervalo, 3 dosis a 4 semanas de
intervalo y 2 dosis separadas por 8 semanas. En ‘todos los
casos la conversion serologica fue del 96%, con titulos pro-
medio del orden de 150 para los que recibieron 3 dosis y de
1:20 para los que recibieron 2 dosis solamente.

Ott y Heyke®**, en 1962, prepararon una vacuna inacti-
vada con formol, usando virus CVS propagado en cultivo
de celulas renales de Hamster, y consiguieron resultados sa-
tisfactorios en perros.

Kissling y Reese®, en 1963, preparan con virus fijo mul-
tiplicado en ceélulas renales de Hamster, una vacuna inacti-
vada con formol cuya potencia, después de concentracion
del virus, satisfacia los requisitos minimos impuestos por
el Servicio de Salud Publica de los Estados Unidos.

Una de las primeras vacunas antirrabicas a virus vivo atenua-
do preparada en cultivo de tejido, fue la de Abelseth®" **
Utilizo cultivo de células renales de cerdo y como virus infec-
tante, la cepa ERU. Esta fue aislada de un perro rabioso,
mantenida durante varios anos por pasaje en cerebro de
ratones adultos, adaptada a cultivo de ceélulas renales de
hamster, pasada 10 veces en embrion de pollo y finalmente
adaptada a cultivo de tejido renal de cerdo. La virulencia
de la cepa ERA para ratones adultos es comparable a la
de la cepa Flury LEP; retiene algo de virulencia para perros
y bovinos cuando se le inocula por via intracerebral. Sin em-

bargo, no ha manifestado virulencia en las pruebas de labora-
torio y de campo donde se han vacunado mas de 200.009 bovi-
nos y animales de otra especie.

La resistencia a la confrontacién con virus virulento de
origen canino o de zorro, ha demostrado una inmunidad
solida de 3 meses después de 2 anos para perros y caballos
y de 3 anos para bovinos.

En Venezuela, Abelseth, en colaboracién con el Centro de
Investigaciones Veterinarias de Maracay, llevé a cabo
una prueba comparativa en dos grupos de bovinos de apro-
ximadamente 2 anos de edad, uno vacunado con vacuna
Flury HEP, el otro vacunado con la cepa ERA. La confronta-
cion se hizo en virus rabico de zorro y con una cepa local de
origen bovino.

Los resultados aparecen en el cuadro siguiente:

Sobrevientes a la confrontacion

Cepas de Vacunados Vacunados Controles
Confrontacion con HEP con ERA 2/5
6818 7/9 8/ lO 0/5
Zorro 7/10 10/10 0/5

Otra evaluacion en bovinos efectuada en Canada, frente
a cepas de virus rabico de murciélago y de zorro dio los resul-
tados siguientes:

Sobrevwvientes a la confrontacion

Vacunacion con ERA Con virus de murciélago Con virus de zorro
1 dosis 5/5 5/5
2 dosis* 5/5 4/5
Controles 1/5 0/5

*: Segunda vacunacion 1 mes después de la primera
g

Edad de los bovinos: 6-8 meses
Confrontacion: Grupo 1 dosis: 44 dias después de vacunacion
Grupo 2 dosis: 34 dias después de la 2a. dosis.

En estudios comparativos de vacunas LEP, HEP preparada
en embrion de pollo, y ERA preparada en rinon de cerdo,
llevados a cabo en perros enlos Laboratoris Connaught, la
vacuna de cultivo de tejido confirio una proteccion franca-
mente superior, aun cuando se diluyera hasta 1: 10.000.

La vacuna ha sido recomendada y empleada, entre otras espe-
cies, en perros, gatos, bovinos y equinos.

Cabasso y colaboradores® **, en 1965, preparan una va-
cuna a virus vivo atenuado, adaptando la cepa Flury LEP a
cultivo de tejido de embrion de pollo. Aqui, como en otras
oportunidades ya senaladas, se observa por inmunofluo-
rescencia una acumulaciéon considerable de antigeno ra-
bico en el citoplasma de las células infectadas. Las pruebas
practicadas con esa vacuna por Dean y colaboradores® re-
velaron que sélo se necesitaban 350 DL ratones de la vacuna
en cultivo de tejido para proteger el 50% de los perros vacuna-
dos contra un virus de calle; mientras que se necesitaban
73.000 DL ratones de la vacuna LEP convencional prepara-
da en embrién de pollo para conferir igual proteccion. El
mismo tipo de evaluacion practicada por los autores de la
vacuna dieron resultados comparables, aun cuando li-
geramente inferiores: 5.000 DL de la vacuna en cultivo
de tejido protegia el 100% de los perros vacunados; mientras
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que 1.250 DL ratones protegia el 50% de los perros vacuna-
dos cuando eran confrontados con virus rabico callejero.

En cuanto a la duracion de la inmunidad conferida por una
dosis unica de vacuna, Cabasso y colaboradores encontra-
ron que un ano después de la vacunacion, 24 de 25 perros
(96%) sobrevivian a la inoculacion de virus de calle, mien-
tras que 25 de 26 perros controles morian. Tres anos
después de la vacunacion, 15 de 21 perros vacunados (71%)
resistian a la confrontacion, cuando 93% de los controles
morian.

En 1964, Koprowski y colaboradores publican sus resulta-
dos de propagacion de tres cepas de virus rabico (CVS, PM
y Flury HHEP) en cultivo de células diploides humanas
(HDCS)*.

El proceso de adaptacion de los virus rabicos a las células di-
ploides humanas, WI-38, tropezé con las mismas dificul-
tades que conocen bien otros investigadores que han trata-
do de propagar virus rabico en otros sistemas de cultivo de
tejido. Al principio, menos de un 10% de las células se infecta-
ban con el virus y la produccion baja de las particulas infec-
ciosas imposibilitaba mantener el virus por pasaje en serie
de cultivos frescos utilizando para lograrlo medio infec-
tado o extractos de células infectadas. Ulteriormente, el
mantenimiento se alcanzé realizando los subcultivos por
traspaso directo de células infectadas. Por este método la
proporcion de células infectadas fue aumentando progresi-
vamenté hasta alcanzar practicamente la totalidad. En la
actualidad, el mismo resultado se obtiene mas rapidamente
con el empleo de cationes, como ya se ha mencionado. A par-
tir de ese momento, el virus adaptado a las células WI-38 podia
mantenerse por pasajes en serie, haciendo las subinocula-
ciones con medio infectado libre de células. Es interesan-
te senalar que el virus rabico, una vez adaptado al creci-
miento en la cepa WI-38 de células diploides humanas, pue-
de ser propagado en otros sistemas de cultivo de células sin
relacion con el anterior y que, hasta entonces, en general,
eran resistentes a la infeccion con virus no adaptado. Esos es-
tudios revelaron otra caracteristica importante del virus
Flury HEP desarrollado en WI-38: la patogenicidad
habitual del virus no adaptado para hamster, acures y mo-
nos inoculados por via intracerebral, desaparece comple-
tamente. Finalmente, el virus HEP adaptado a WI-38 re-
vela tener un poder antigeno muy superior al del virus HEP
de embrién de pollo.

En base a esos resultados preliminares muy promisorios,

Koprowski y colaboradores’ concentraron sus esfuerzos

en la elaboracion de dos vacunas de cultivo de tejido (HDCS):
una con cepa Pitman-Moore (PM) de virus fijo, inactivada
con beta-propiolactina; la otra de virus vivo atenuado con
la cepa Flury HEP. Esta, de por si atenuada después de 200
pases en embrion de pollo, sufri6 mayor atenuacion des-
pués de pases adicionales en células diploides humanas,
hasta perder totalmente su poder patogeno, como ya se di-
jera, para hamster y acures inoculados intracerebralmente.

La evaluacion preliminar de los dos tipos de vacunas por
la prueba de potencia en ratones, revelo un poder inmunoge-
no muy superior al de las vacunas standard “‘tipo Semple”,
de embrion de pato y de embrion de pollo infectado con Flury-
HEP. La proteccion de perros también es efectiva: 19 ani-
males que recibieron una sola dosis de vacuna HEP-HDCS
resistieron todos a la confrontacion con virus rabico de calle.
En vista de que esas vacunas nuevas habian sido preparadas
con miras a su utilizacion en humanos, se hicieron evalua-
ciones adicionales de potencia antigénica e inmunogena
en primates’ . Los resultados de la evaluacion del poder
antigénico en funcion de la produccion de anticuerpos neu-
tralizantes en monos rhesus, indican que el nivel de anticuer-
pos después de una sola inyeccion de vacuna HEP-HDCS es
mucho mas alto que el obtenido por la inoculacion de 3 dosis
de la vacuna de embrion de pollo. Por otra parte, se consi-
gue un titulo mas alto en menos de 7 dias a partir de la inyec-
cion y ese nivel persiste durante un tiempo largo, puesto,
que 135 dias después, todavia el titulo es de 1: 120

Los niveles de anticuerpos producidos después de 3 6 de
7 inyecciones de la vacuna inactivada PM-HDCS fueron in-
feriores a los obtenidos con la aplicacion de la vacuna viva
HEP-HDCS, pero de todos modos, francamente superiores
a los que producen 7 inyecciones de la vacuna inactivada
de embrién de pato. También persisten los anticuerpos des-
pués de 135 dias.

En ensayos llevados a cabo mas recientemente en monos
‘‘vervet” se trato de relacionar el nivel de anticuerpos
inducidos por las vacunas PM-HDCS y HEP-HDCS vy la
resistencia a una confrontacion masiva 10.000.000 de dosis
los musculos del cuello de
los animales vacunados. Un titulo de anticuerpos de 1:80 o

infecciosas administradas en

mayor aseguraba proteccion. Ninguno de los sueros de mo-
nos vacunados con vacuna de embrion de pato presentaba
titulos de anticuerpos comparables con los obtenidos con
vacunas de cultivo de células.

No hemos mencionado todas las vacunas preparadas en
cultivos de ceélulas que se conocen, ni pretendemos
haber cubierto todos los aspectos que abarca ese campo.
Pero si creemos haber reunido suficientes elementos de
juicio para atrevernos a emitir una opinion consistente.

Las vacunas preparadas en cultivo de tejidos no nerviosos
estan desprovistos de toda

“factor paralizante”. Por

substancia encefalitégena o
otra parte, dada la pequena
destruccion de células que ocurre durante la multiplica-
cion del virus rabico en cultivo de tejidos, la mayoria de las
vacunas que se preparan de esa manera estan relativamen-
te libres de proteinas. Existe la posibilidad, ademas, de
concentrar y purificar la cosecha de virus. En esa forma,
parece cumplirse uno de los puntos fundamentales para la
obtencion de una vacuna ideal: una vacuna “limpia” con
antigeno rabico puro, libre de factores responsables de
complicaciones post-vacunales.

Los resultados de experiencias realizadas por todos los
investigadores coinciden en indicar que el virus rabico pro-
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pagado en cultivo de células tiene un poder antigénico neta-
mente superior al de los virus producidos en otros sistemas
susceptibles. Si medimos los efectos probables de esas vacu-
nas por los titulos de anticuerpos neutralizantes que indu-
cen y la persistencia de esos anticuerpos, parece proximo
el momento de disponer de una vacuna que cumpla con el
segundo requisito de una vacuna ideal: su alto poder antigeéni-
co e inmunogeno. En este ultimo aspecto, las pruebas de
confrontacion realizadas hasta ahora, parecen positivas y
halagadoras.
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