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IRTRODUCCION.

La rabla es una enfermedad enzoética y zoondtica on
yos indices de morbilidad son iguales a los de mortali-
dad em el hombre (1)(34)(37). En los dltimos quince
afios, deade enero de 1963 hasta agosto de 1977, han
muerto 975 personas por la rabia dentro del territorio
nacional, las dltimas 42 el aflo pasado (hasta agosto)
(14)(15)(16X(17)(18).

En la Repdblica mexicana durante el quinguenio
1968-1972, se hicieron un total de 10,732 diagnésticos
de rabia, de los cuales 7,664 lo fueron clinicamente, y
8élo 3,068 en €l laboratorio (19).

las pérdidas econdémicas por musrte de ganado bovine
equino, asnal y mular durante el afio de¢ 1977, ascienden
a § 350'000,000.00, de los eualea, $ 20%000,000.00 se
perdieron en el estado de Jalisco (25). Deben conside-
rarse ademds los riesgos médicos por complieaciones de
diverso grado en las personas sometidas a tratamiento
preventivo, las pérdidas em horas/hombre, los gastos
que origina su prevencién y la pérdida de vidas humanas
(no evaluables) (1)(20)(43).

Estos datos sefialan la importancia que debe darse
al diagndstico de laboratorio para detectar el virus de
la rabia. Existen varias téenicas para tal finalidad,

algunas mds conflables que otras, con variantes en cusn




‘to al tlempo, material y personal neeesarios. Las téeni
cas evaluadas en la presemte comparacidénm soh: inmuno-~
fluorescencia, inoculacidn intracerebral a ratones, Se~
ller's, Wilhite modificado por Schleifstein y hematoxi-~
lina-eosina por inclusidn en parafina, Salvo la tdenica
de Seller's y la de Wilhite, las restantes no son de
uso exclusivo para el diagnéstico &e¢ rabla.

En este trabajo se pretemnde sefialar una prioridad
expresada en porcentaje, respecto a la efectividad de
las tdenicas, considerando ademds, el tiempo, material
y grado de capacitacién del personal que las trabajs;
se hace también una determinacidém aproximada del costo
por muesira procesada, incluyemdo unicamente el mate-’

rial biolédgico, rectivos y colorantes mnecesarios,
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MATERIAL.

Bioldéglco: OFICINA OF
100 encéfalos de angﬁgfﬂngggfqyigﬁ a rabia,
de los cuales 68 son de canino, 25 de
bovino y 7 de felino,
600 ratones suizos (blancos) de 15 dias de
edad, recidn destetados.
20 encéfalos de caninos no sospechosos de
rabia.
1 Jjuego de conjugados para rabia (CVS y
SCK).

Reactivos y colorantes:
Los necesarios para las técnicas de inmuno-
fluorescencia, inoculacidén intracerebral a
ratones, Seller's, Wilhite modificado por
Schleifstein y hematoxilina-eosina por inelg

8ién en parafina.

Varios:
Material de cristaleria, instrumental y apa-
ratos de laboratorio necesarios para el de-

sarrollo de las técnicas antes mencionadas,




METODOS .

Foneron utilizados encéfalos que previamente resulta
ron poaitivos a rabia por la téeniea de inmunofluores-
cencia, la cual fué tomada como prueba patrdn; de d&i-
chos encéfalos se trabajd con el hipocampo, cerebelo y
corteza cerebral, en ese orden de prioridad, que es el
idéneo para localizar el virus rdbieco (3)(6)(22)(23)
(36). '

Como testigos negativos fueron empleados encéfalos
de caninos no sospechosos de rabia; 1 por cada 5 posi--
tivos, procesdndose al igual que éstos, por cada una
de laa einco técnicas.

Se inocularon 5 ratones por cada caso positivo y
cada testigb negativo. La presencia del virus rébico
en ellos fue gomprobada mediante la inmunofluorescencla
una vez que morian. Cuando presentaban signos clinicos
avanzados de la enfermedad, fueron sacrificados eon ela
roformo (inhalado) para evitar los efeetos de la antdli
sis que se produciria si murieran fuera del horario de
trabajo.

Los encéfalos ge procesaron por las siguientes tée-

nicas: . }
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Inmunofluorescencia (I.F.):
Fijar en acetona por 10 minutos la impronts, sg
car al aire y afiadir los conjugados; incudbar 30
minutos a 37°C en edmara hudmeda, Secar y enjua-
gar con golucidn salina buferada pH 7.6 (en-
pleando el chorro de una pizeta), secar al aire

(23)(24)(26)(27). Observar con objetivo 10x.

Inoculacién intracerebral a ratones (I.I.C.):

En un mortero se emulsiona tejido cerebral sos-
pechoso al 10% en agua eatéril y se afiade peni-~
cilina y estreptomicina. Centrifugar e inocular
0.02 a 0.0% cc. del sobrenadante en un punto si
tuado sobre la linea media del craneo, a la al-
tura del arco cigomdtico con une jeringa de tu-
berculina y aguja nimero 27 eorte (3)(6)(23).

Obsgervarlos diariamente.

Seller's (8.):
Consta de dos soluciones madre, que son:
A azul de metileno 2gm., metanol 100 ce.
B fuchsina bdsica 4gm., metanol 100 cec,
Se mezclan en la siguiente proporeidn:
Solucién medre A 15 ce,

Solucién madre B 2~4 cc,




Wilhite

Congta de.dos solucioness -

Me tanol 25 ce.
Refrigerar la mezcla (o 1las soluciones madre
por separado) durante 6 meses antes de usarla,
Para tefiir, se hace una impronta del material
sospechoso y'se sumerge en el colorante durante
15 segundos; enjuagar con agua corriente, secar
al aire (6)(9)(23) y observar con objetivo de
100x.

(¥W.):

1l fuchsina bddgica

azul de metileno

glicerina Q.P. 100 cc.

| OFICINA DE
me tanol 100 cc DIFYSION CIENTIFICA

2 solucidén acuosa de hidréxido de potasio

al 1 x 40,000,
Deben conservarse en refrigeracién y mezclarse
poco antes de usarla, en la forma siguiente:
1-2 gotas de solucidén mimero 1 por cada 2 cc.
de solucién nimero 2.
Se toma una pequefia porcién de tejido y se cola
c¢a entre dos portaobjetos, haciendo presidén con

¢llos. Debe quedar wna capa de tejido a manera




de frotis sangufneo, se fija en metanol por 5
minutos, lavar con agua corriente; cubrir el tg
jido con el colorante y aplicar calor lento ¥
bajo con un mechero Bunsen. Esperar hasta que
suceda un ligero desprendimiento de vapores
(sin llegar a la ebullicién), dejar actuar el
colorante por % minutos y lavar con agna co-
rriente, secar al aire (3) y observar con obje-

tivo 100x.

Bematoxilina~eosina por inclusiém en parafina (H-E):
El tejido sospechoso fijado en formol se inclu-
ye en parafina por medio del histoquinete, pro-
ceso que se lleva 18 horas, Los bloques de para
fina con el tejido incluido se cortan con el mi
erotomo y se montan en un portaocbjetos, para te
firlo como sigue:
Xilol, 3 minutos.
Alcoholes: absoluto; de 96°; al 75%; al 50%.

Agua destilada. 3 a 5 minutos por paso.

Hematoxilinag de Harrig, 7 a 10 minutos.
Alcohol deido, 3 a 5 segundos,
Lavar con agua corrienie hasta que vire el co-

lor de pirpura bacia el azul.
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Los

IIF.

I.I.C.

Dar un bafio de solucién saturada de carbonato
de 1itio. ‘

Eosina, 7 a 10 minutos.

Dos cambios de alcohol de 969, dos de alcohol
absoluto; 3 a 5 minutos en cada paso,

Xilol, dos cambios por 3 a 5 minutos en cada
uno; montar en bdlsamo del Canada (11)(28)
(31) y hacer la gbservacién eon objetivos

10x, 40x y 100x.

parémetros observados para declarar positiva

muestra, estuvieron regidos por lo sigulente:

Presencia de pequefias partfculas (como la punta
de un alfiler) de color verde-amarillento muy
brillantes, con la particularidad de que titi-
lan. E1 eonjunto semeja partfoulas de polvo bri

1loso (3)(12)(13)(23)(24).

Aparicidén de los siguientes sfntomas aproximada
mente al 100 dfa posterior a la inoculacién; pe
lo hirsuto, lordosis, incoordinacidn y pardli-
sis del trem posterior, deshidratacién, postra-

¢ién y muerte. Esta sobreviene de 1 a 3 dias

8.




después de aparecer los afntomas, los cuales se
acentdan conforme se desarrolla la enfermedad

(3)(4)(6)(23).

Presencia de corplisculos de Negri, los cuales
se distinguen por lo siguiente: son intracito-
plasméticos, de forma redondeada y tamaflo varia
ble, el color es rojo magenta a rojo cereza,
con una estructura granular interna que se dis-
tribuye en la periferia y el centro, agrupdndo-
se algunas veces en forma de¢ mérula de color ng
gro o azul megro (3)(6)(21)(23)(38).

Presencia del corpisculo de Negri, que aparece
de la misma forma y color que en la tincidn de

Seller's, pero de un tamafio mayor (3)(38),

Observacidén de una degemeracidén turbia y picno-
sis neuronal, formacidén de halo perineuronal,
satelitosis, neuronofagia, gliosis (n&dulos de
Babes), infiltracidén leucocitaria (monocitica)
y formacidn de nédulos perivasculares (3)(6)
(22)(29)(38).
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RESULTADOS .

El total de casos positivos y negativos por‘eada téeni-
ca, a8l como el porcentaje obtenido con ellas, quedan

expresados con el cunadro 1,

CUADRO 1
Total y/o0 porcentaje de positi~--
vos y negativos por técmica.
I.F. I.I.C. S. v. B-E
+ 100 100 8% | 83 76
- 0 0 17 17 24

En el cuadro 2 se muestra el nimero de casos positivos

¥ negativoa por c¢ada e€specie y en cada tdcnica.

CUADRO 2
Total de positivos y negativos
por técnica y por especie.
Péenica I.F. I.1.Cc. S. V. H-E
Especie + - + - + - + - + -
Caninos 68 O 68 0 60 0 60 O 5% 15
Bovinos 25 ol 25 0 21 4 21 4 21 4
Pelinos 7T O T 0 2 5 2 51 2 5
Totales| 100 0}y 100 O] 8% 17{ 8% 17] 76 24

10.




Los resultados del cuadro 2 se encuentran exp

porcentajes dentro del cuadro 3,

CUADRO 3

por téenica y por especie,

OFICINA OF
Porcentaje de positivos y negativoadIFUSION CIENTIFICA

Péenical I.F. [I.I.C. S. V. H-E
Especie\l + ~| + -1 + - + - + -
Caninos {100 0100 0{88.2 11,8(88.,2 11.8}77.9 22.1
Bovinos |100 (0100 0|84.0 16.0{84.0 16.,0(84.0 16.0
Felinog |100 0j100 0}28.5 71.5(|28.5 71.5|28.5 71.5

Con el cuadro 4 se muestra el nimero de casos positivos
y negativos por especie que coincidieronen 2, 4 y 5 de
las téenicas comparadas, estableciéndose al final el ta
tal de muestras que se trabajaron de cada especie,

Los casos coincidentes a 2 técnicas (I.F. e I.I.C.) son
aguellos que no presentaron corpisculos de Negri ni le-
giones histopatoldégicas, pero si la accién del virus en
la reaceidn Ag-Ac de la prueba de I.F. y sobre los rata
nes inoculados.

Pogitivos coincidentes a 4 téenicas nos representan los
casos que no presentaron lesiones histopatoldégicas, pe-

ro si corpisculos de FNegri y la aceién del virus en los

11.




}atones ¥ con el antigeno marcado (I.F.).

Aquellos casos que eoincidieron en las 5 téenicas, son

los que tuvieron la aceién completa del virus, como es

la reaccidn con el antigenoc marcado, reproduceidn de la
enfermedad er los ratones inoculados, formacidén de cor-

pisculos de Negri y produceidn de lesiones histopatolé-

gicas.
CUADRO 4
Total de casos positivos coincidentes
por egpecle a 2, 4 y 5 téenicas,
Pogitivos ajPositivos a|Positivos a} Total de
Especie
2 tdcnicas |4 técnicas |5 téenicas | muestras
Caninos 7 8 53 68
Bovinos 4 4] 21 25
Felinos 5 Y 2 7
Totales 16 8 76 100

Los reaultados contenidos en el cuadro anterior, expre-
sados en porcentaje, se presentan dentro del ecuadro 5,

a excepcidén del total de muestras, cuyo porcentaje es .

el mismo que los totales del euwadro 4, 0

12.



CUADRO 5

Porcentaje de casos positivos coincidentes

por especie a 2, 4 y 5 téenicas.,

Positivos a | Positivos a | Positivos a
Especie

2 téenicas | 4 téenicas | 5 téeniecas
Caninos 10.3% 11.7 T77.9
Bovinos 16.0 0.0 84.0
Pelinos 71.4 0.0 28.5

Dentro del cuadro 6, son presentados los resultades con

los testigos negativos.

CUADRO 6

Resultados obtenidos con

los teséigos negativos.
I.,F. | I.I.C. Sa W. E-E
+ 0 o (4] 0 0
- 120 20 20 20 20

Con el cuadro 7 se presenta un resumen global de los re
sultados obtenidos, de acuerdo a los objetivos traza-
dos, Los signos (x) simbolizan la cantidad del material
¥y el grado de capacitacién (Cap.) que se requiere para

procesar una muestra.
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El costo aqul presentado corresponde al de los reacti~

vos, colorantes y material bioldgieo unicamente. Sélo

es una aproximacién que debe ser tomada como punto de

comparacidn en este tradajo; dicho costo varia conside~-

rablemente dia a dia y de un lugar a otro.

CUADRO 7
Resumen global de resultados.
Efec- Capaci~ | Costo/
Mate- .
Téeniea | tividad | Tiempo 1 tacién | diag-~
ria
(%) (grado) | néstieco
45-50
I.P. 100 XXX xxxx | § 30.00
minutos )
10-15
I.I.C. 100 xxx xxx " 55,00
dtas
1-2
S. 83 x x " 0.15%
minutos
7-10
V. 83 xXx x " 0,65
minutos
19-20
H-E 76 XXXxXx | xxxxx |" 6,50
horas
14.
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DISCUSION.

La efectividad de la I.F. en el pregentie trabajo
fué establecida en un 100%, 1o cual eoincide con lo re-
portado en los trabajos de George M. Baer (5), Ronaldo
Reis y J.M. Lamas da Silva (32)(33), 0.P. Larghi (24) ¥
Martin M. Xaplan e Hilary Koprowski (23). Si la muestra
estd mal conservada, baja dichs efectividad a 98-99.2%
(2)(6)(39)(41)(42), e incluso se reportan indices de
91.8 a 97% (36)(39)(40)(41)(42) (en comparacidn con la
técnica de 1.I.C.). En eatos porcentajes pueden atri-_:
buirse las diferencias a la deteccién de virus vacunal,
estade de conservacidén en que se haya trabajado la mues
tra, o bien, a fallas humanas en el diagnéstico, pudien
do conjugarse mds de un factor en ello, Conviene acla-
rar que en éste trabajo unicamente se: procesaron mues-
tras en buen estado de conservacién.

En general, puede afirmarse que en cuanto a efecti-
vidad, es la mejor, considerando tambidn el factor tienm
po; el material es poco pero de manejo delicado y alto
costo, debiendo ser el personal altamente capacitado.

Junto con la I.F., la iécnica de 1.1.C. tiene efec-
tividad de un 100%, como puede verse en los cuadros de
regultados; en este porcentaje coinciden otros autores

(8)(21)(32)(35)(36), aunque existen cifras que la si-
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Han entre un 97.6 y 99.3 (39)(40)(41)(42), y otros re-
portes mencionan de 92.6 a 96,56 de efectividad (39)
(40)(41)(42). Los autores de estos valores eapecifican
que sus pruebas las hicieron conm un &levado nimero de
animales salvajes, por lo que se vié afectado el estado
de conservacién de las muestras, y que a comsideracidn
de ellos, no poseen la calidad indispensable para una
excelente fidelidad en los resultados (39)(40)(41)(42).
Las ventajas de la I.1.C. sobre la I.P., son de que

pueden trabajarse muestras em mal estado de conserva-
Vcidn y de que no se corre el riesgo de reportar una
muestra com virus vacunal como positiva, La principal
desventaja es el tiempo necesario para obtener el resul
tado (10-15 dias), que en la mayoria de las veces es de
suma importancia para establecer un tratamiento preven-
tivo. Otro coutratiempolen éata tdeniea, lo constituye
la 1lamada "sustancia inhibidora del virus", que actual
mente se sabe som anticuerpos, los que impiden la mul-~
tiplicacidn del virus en el cerebro de los ratones ino-
culados, pero no su deteccidn por la técnica de I.F.
(23)(24). El personal necesario no necesita de gran ca-
pacitacién para hacer las inoculaciones, que se llevan
nuy poco material, aunque el costo va ligado estrecha-

mente al de los ratones, teniendo esto grandes variacip

16.




nes,

Cuando se trabaja con 1é,tin§¥gHN&eD§eller's surgen

BEUSION CIENTIFICA

controversias en cuanto a su efectividad, influido émto
por las cepas de virus de calle que no forman corpiseun-
log de Negri (27) y por la dificultad que algunas veces
ge presenta para diferenciarles de los llamados cuerpos
de Lyssa. Algunos sefialan su efectividad entre 85-90%
(3)(4)(8)(21)(23), para otros es efectiva en un 70-85%
(7)(29)(33), e incluso hay quien le sefiale un 60-70%
(29)(%4)(36)(38).. Bn la presente evaluacién se obtuvo
un 83% de efectiyidad, que puede situarse aproximadamen
te en un punto medio respecto a los anteriores porcenta
jes, que también fueron comparativos con la I.F. o la
I.1.Cc. (o ambas). Adn cuando se especifica que el cor-
pisculo de Negri es intracitoplasmdtico, algunas veces
se le encuentra en el tejido de sostén; esto se atridbu-
ye a la neuronélisis (29)(36) o a los manejos durante
la tineidn (23). También debe pensarse en la calidad
tridimensional del tejido que se gsomete a prueda median
te una impronta o corte.

Esta técnica, en cuanto a su efectividad, se coloca
inmediatamente después de las técnicas de I.F, e I.I.C.
En cuanto a tiempo, es la mds rdpida que se conoce (si

se tiene preparada la tincién), no necesitando adends
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mucho material, el cual es de un costo minimo. La mayor
objecidn que se presenta, ademds de la ausencia de cor-
plisculos de Negri, es la de diferenciar los cuerpos de
Lyssa, cuerpos de inclusidn originados por virus neuro-
tropos no rébicos (23), Se diferencian por ser mds abun
dantes, mds refringentes y con una matriz homogénes
(sin estructuras internas) (10)(23)(29)(38), aungue al-
gunas veces no es posible distinguir entre uno y otro
(10).

' Con Wilhite, al igual que con la tdcnica de Se-
ller's, se obtuvo una efectividad del 83% en la detee-
e¢idén del corpfisculo de Negri:; anteriormente se habia es
timado su efectividad em un 75-80% (5). El tamaflo que
a&quieré el corpdsculo, permite localizarlo mds fdecil-
mente y diferenciarlo de los cuerpos de Lyssa, puesto
que son més visibles las inclusiones intracorpusculares
(2)(3). Rsta téenica cayé en desuso cuando se acepté am
pliamente la de Seller's (5), teniendo la ientaja de
que pueden trabajarse muestras fijadas en formol al 10%
0 en solucién de Zenker (3)(38). 1a desventaja con Se-
ller's es que requiere m4s tiempo y material, aumemtan-
do el costo en poco mds del 300%, no obstante lo cual,
sigue siendo bajo si se consideran las ventajas que po~-

see, La capacitacidn necesaria para efectuarla es muy

18,



sencilla, aunque no tanto como en la técnica de Se-
1ller's.

Con la técnica de H-E se obtuvo un 76% de efectivi-
dad, 1o cual la sitda en el $ltimo 8itioc en relacién a
las técnicas anteriores. Dicho porcentaje es més alto
que el 58.5 a 75.5 (39)(40)(41)(42) obtenidos en otras
evaluaciones, aunque hay quién le atribuye un 87.6% de
efectividad (6), Ademds de las lesiones histopatolégi~
cas tomadas como pardmetros, pueden encontrarse corpis-
culos de Negri aproximadamente en el 10% de los casos,
aunque es diffcil distinguirlo y sélo se encuentra des-
pués de una bisqueda intensa (10)(30)(38). lLas lesiones
detectables por esta técnica son comunes a otras encefa
litis de origen viral (3)(6)(10)(29)(36), er virtud de
lo cual no debe emplearse para un diagnéstico definiti-
vo de rabia, sino mds bien como un apoyo en casos de du ,
da con alguna otra técnica; cuando sea necesario recu-
rrir a ella, debe tomarse mucho en cuenta la historia
clinica, siempre que data provenga de una fuente confia
ble, antes de emitir un diagnéstico, que no serd defini
tivo ain cuando se observen supuestos corpdsculos de Ne
gri, pues bilen pudiera tratarse de cuerpos de Lyssa.

Se menciona que cuando el sitio de enirada del vi-

rus se localiza en una de las extremidades, el asta de
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‘Ammén correspondiente se encuentra lesionada en mayor
- proporcién (36). En lps casos que pudo observarse lo an
terior, las diferencias no eran muy notables, y éstas
no eran suficientes para descartar definitivamente la
muestra como negativa. Esto es mds dtil cuando se cuen-
ta con el dato del gitio lesionado, lo que: generalmente
no sucede en la prdctica diaria, aunque la informacién
puede servir gl tomamos en cuenta que mientras mds cor-
ta haya sido 1la evolucidn clinica, mds diffecil es encon
trar signos microscépicos de la enfermedad (29),.

Respecto al tiempo y material necesarios para ésta
técnica, también tiene desventajas, pues aunque: se necg
gita menos tiempo que en la técnica de I.I.C., la efec-
tividad que se le atribuye no lo justifica, ademés el
material es muy numeroso (aunque el costo proporecional
por muestra es bajo) y el personal debe contar con bag-
tante capacitacidn.

Los resultados individuales por especie no son sig-
nificativos, en especial los de bovinos y felinos, pues
el nimero de muestras es muy reducido.

Fueron usados encéfalos de canino para los testigos
negativos por haber sido esta especie la mds numerosa
. eon que se trabajé, ademds de la facilidad existente pa

ra conseguirlos.
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CONCLUSIONES.

La técnica de I.FP. es la mds efectiva y répida (en
comparacién con la I.I.C.). Igualmente efectiva pero
mds tardada en la obtencién de resultados es la I.I.C.,
que tiene un mayor costo y es menos compleja en su de-

garrollo.

Las tinciones de Seller's y Wilhite comparten la
misma efectividad entre si, diferencidndose bdsicamente
en el mayor tiempo y costo necesarios para la téenica
de Wilhite. Ambas son las nds rdpidas, pero si resul-~
tan negativas a rabia, no se descarta la posibilidad de

la enfermedad.

H-E no es apropiada para el diagndstico de rabia,
y deberd ser considerada como tdenica auxiliar o de eon
plemento en casos de duda, Es la mds complicada y cara

de las téenicas comparadas.

El personal que efectde diagndsticos de rabia, debde
contar siempre con amplios econocimientos de la enferme~
dad y suficiente experiencia en el diagnéstico, indepen

dientemente de la téenica empleada para tal fin,
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RESUMEN.

Se empled el hipocampo, cerebelo y corteza cerebral
de 100 animales positivos a rabia (68 caninos, 25 bovi-
nos y 7 felinos), para comparar la efectividad de las
téenicas de I.F., 1.1.C., Seller's, Wilhite modificado
por Schleifstein y H-E por inclusién en parafina,

La I.FP. fué tomada como prueda patrdn, cada muestra
se procesé por las 5 técenicas, Fueron inoculados 5 rato
nes sulzos (blancos) de 15 diag de edad (recién desteta
dos) por cada easo. Como testigos negativos se utiliza-~-
ron 20 encéfalos de caninos no sospechosos de rabia.

La efeetividad obtenida fué: I.F. 100%;: I.I.C.

100%; S. 83%; W. 83%; H-E 76%.

El tiémpo necesario bara procesar una muestra, es
el siguiente: I.F. 45-50 minutos; I.I1.C, 10-15 dias;
S. 1-2 minutos; W. 7-10 minutos; H-E 19-20 horas.

La cantidad de material y grado de capacitacidn del
personal fueron simbolizados y son similares: I.F.
(xxxx); I.I.C. (xxx); 8. (x); W. (xx); B-E (xxxxx).

El costo aproximado por muestra procesada, incluyen )
do unicamente reactivos, colorantes y material biolégi~
co, resulté como sigue: I.F. $ 30.00; I.I.C. $ 55.00%

S. $ 0.15: W. $ 0.65; H-E $ 6.50. ) Dt Gl
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