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R E S U M E N 

RODRIGUEZ MIRANDA JOSE ALBERTO. Determinaci6ri de anticuerpos ~ 

contra rabia en sueros de animales vacunados y desafiados •T-T 

(Prueba de potencia), mediante la prueba de Contrainmunoelec-­
troforesis modificada. 
Bajo la direcci6ri de: Aurora Velázquez E., Raymundo Iturbe R. 
y Angel Retana R. 

En este trabajo se evaluó la prueba de Contrainmunoelectrofo-­
resís modificada (CIE/SN), con la finalidad de determinar anti 
cuerpos contra rabia en sueros de animales vacunados y desafi~ 

dos (Prueba de potencia). Se inocularon 25 cuyes con un d6cimo 
de dosis de vacuna antirrábica cepa V-319/Acatlán. Tres serna--

. nas mb tarde se obtuvieron muestras de suero y se desafiaron 
los animales con 100 DLRSO\ de CVS. Una segunda muestra de su~ 
ro fue obtenida 7 d!as después del desafio. Para determinar la 

· presencia de anticuerpos antirr4tiicos en los SO sueros, se ut! 
lizaron las pruebas de CIE/SN y patr6n de Seroneutralizaci6n • 

' . 
en rat6n (SN). Fue imposible determinar anticuerpos neutrali·­
zantes del virus rábico con las pruebas empleadas, en los sue· 

, ros obtenidos a las 3 semanas post-vacunación. Sin embargo, la 
totalidad de los animales:vacunados sobrevivi6 al desafío con 
CVS y present6 niveles variados de inmunoglobulinas. El rango 
de anticuerpos a los 7 dias post-desafio fue de S a 161 por SN 
y de 2 a 16 por CIE/SN. El 100\ de los anímale~ controles de • 
CVS fallecieron, comprobándose la presencia del ant!geno rábi­
co en tejido nervioso mediante la Prueba directa de anticuer-­
pos fluorescentes. Al relacionar las técnicas de SN y CIE/SN -
por los m6todos de Hayslett y Maisel, se ~btuvo un coeficiente 
de correlaci6n de r • 0.88, que es estadísticamente significa­
tivo. Se determin6 la regresi6n lineal de los títulos obteni--

• 
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dos por ambas pruebas, para poder predecir los resultados es­
perados en.SN a partir de los obtenidos por CIE/SN. La ecua-­
ci6n de la recta de regresi6n fue: Y= 0.5485 + 1.487X. Se -­
calcularon también los límites superior e inferior de confia­
bilidad del 95\ a partir de los títulos de anticuerpos obteni 
dos por CIE/SN para garantizar una predicción más exacta de -
los resultados esperados en SN. 

;¡: 
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I N T R o D u e e I o N 

La rabia es una encefalitis viral, a· la cual son suscepti-­
bles todos los animales de sangre caliente incluyendo al hom-­
bre (30, 43, 53). Es causada por un virus RNA de la familia de 
los Rhabdovirus, género Lyssavirus; su forma más común de ---­
transmisión es por la mordedura de animales enfermos (2, 20, -
30, 31, 43, 50). 

Debido a que el desenlace de la enfermedad es fatal, se pr~ 
viehe a las personas que trabajan con virus rábico mediante la 
vacunación, utilizando vacunas preparadas a partir de cerebro 
de ratón lactante, en embrión de pato o en células diploides -
humanas, las cuales contienen virus inactivado (Z, 8, 19, 21, 
30, 31, 34, 45, 50); siendo imprescindible evaluar la respues­
ta inmune en los individuos vacunados. 

De las técnicas serol6gicas que determinan la presencia de 
inmunoglobulinas neutralizantes inducidas por la glicoproteína 
del virus rábico, único ant1geno capaz de provocar la forma--­
ción de este tipo de anticuerpos (2, 11, 12, 18, 45, 56, 60), 
la Contrainmunoelectroforesis (CIE) ha demostrado alta sensib!. 
lidad y especificidad para estudiar inmunoglobulinas y antígeM 
nos. Tiene como principio el que un antígeno y un antisuero mi. 
gren el uno hacia el otro en un campo eléctrico, sobre un so-­
porte de agarosa, acelerando así la unión ant!geno-anticuerpo, 

' que se manifiesta por la formación de una línea de precipita--
ci6n (4, 13, 15, 23, 24, 25, 29, 30, 36, 42, .44, 47, ~2, 62). 

En 1977, Díaz y Varela-Díaz desarrollan una técnica de CIE 
para determinar anticuerpos contra rabia en sueros de humanos, 
bovinos, perros, conejos y ratones. Relacionando estos result~ 
dos con los obtenidos por la .prue.~a patrón de,\Seroneutra,liu~-

>·r·= ··;";.¡1.,• ... 

• 
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ci6n en rat6n, demostraron que los anticuerpos precipitantes -
observados son también neutralizantes (16). Como este método -
mostr6 cierta acÚvidad inespecifica con sueros hemólizados o 
lipémicos (16), en 1980 Diaz y Myers modificaron la prueba pa­
ra eliminar la inespecificidad. Estos autores estudiaron sue-­
ros de humanos inmunizados post-exposición (mordida) con vacu­
nas tipo Fuenzalida¡ desafortunadamente, no se comprob6 la pr~ 
sencia de virus rábico en el tejido nervioso de los animales -
que agredieron a estos individuos (17). 

Otros procedimientos utilizados para determinar la presen·­
cia de anticuerpos antirrábicos, son: 

1) Prueba patrón de Seroneutralización en ratón.(SN).· Em-· 
plea una serie de diluciones del suero a pr~bar y una dosis -­
constante de virus CVS*. Es la técnica de referencia de las -· 
pruebas serológicas por ser altamente específica y confiable; 
aunque requiere 15 días como mínimo para proporcionar resulta­
dos y de un gran número de animales de laboratorio (33, 45, --
56). 

2) Seroneutralización por reducci6n de placas.· Esta prueba 
está correlacionada con la SN, requiriendo 5 a 6 días para la 
obtenci6n de resultados; utiliza cultivos celulares y personal 
altamente calificado para su realización (9, 10, 28, 33). 

3) Prueba rápida de inhibición de focos fluorescentes.- Coil 
siste en mezclar el suero,problema con virus rábico, se incuba 
la reacción (37°C/60') y después se agregan células BHK-21** -
tratadas con DEAE-dextrán. Se deja que se formen. las monocapas 
y a las 24 horas de incubación, se examinan las células con un 
conjugado antirrábico para determinar la presencia de virus -­
sin neutralizar (33, 54, 56). Esta técnica es rápida, se pue-­
den procesar.varias muestras a la vez y conserva estrecha co--

*Virus patrón de confrontación (Challenge Virus Standard). 
**C6lulas renales de hamster lactante (Baby Hamster Kidney) • 
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rrelación con la SN; aunque tiene los mismos inconvenientes -­
que la prueba anterior. 

4) Prueba de hemoadsorción mixta.- Se emplea para cuantifi­
car anticuerpos en la superficie de cultivos celulares infect~ 
dos con virus. El principio de la prueba es semejante al de la 
Prueba indirecta de inmunofluorescencia, excepto que se usan ~ 
ritrocitos como indicador, en lugar de conjugado antigammaglo­
bulina. Hay una buena relación con la SN, pero presenta difi~· 
cultades para su realización (18, 30, 33, 50). 

La Prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes, ·Fijación 
de complemento, Ensayo inmunoenzimático· (ELISA) y Radioinmun~.­

ensayo (RIA),miden niveles de anticuerpos séricos; pero no -­
indican-si estas inmunoglobulinas tienen la capacidad de neu~­

tralizar el virus o no (4, 18, 24, 30, 33, 43, SO, 56). 

Como se puede observar, la determinación de niveles de anti 
cuerpos antirrábicos plantea varios problemas, por lo que es -
necesario contar en el laboratorio con una prueba que muestre 
una estrecha correlación con los resultados obtenidos por la -
SN, que se realice en un minimo de tiempo y a bajo costo. 

Al utilizar la prueba. de Contrainmunoelectroforesis modifi-
. cida (CIE/SN), se evaluó su sensibilidad y especificidad bajo 
otras condiciones experimentales y técnicas, por lo que el ob­
jetivo del presente trabajo fue estudiar, con esta prueba, su~ 
ros provenientes de cuyes inmunizados con vacuna de virus acti 
vo atenuado y posteriormente desafiados con 100 DLRSO\ de CVS 
(Prueba de potencia). Se determinó también la relación entre -
la prueba de SN y la de CIE/SN,·con la finalid~d de predecir -
los resultados de la primera, a partir de los titulas obteni-­
dos con la segunda. 

• 

J ,: 
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M A T E R I A L Y M E T O D O S 

PREPARACION Y OBTENCION DE SUEROS DE CUYE 

Se utilizaron 35 cuyes de raza inglesa, clínicamente sanos, 
con un peso promedio de 350 gramos. Se comprob6 la ausencia de 
anticuerpos contra rabia en el suero de estos animales, em---­
pleando la prueba de SN. Los animales se identificaron y se s~ 
pararon en 3 grupos: A, B y C. 

- Grupo A.- 25 cuyes fueron inoculados por vía intramuscu-­
lar (IM), en la pierna izquierda, con un décimo de dosis de V! 
cuna antirrábica (0.25 ml) cepa V-319/Acatlán* con un titulo -
de 104• 8 D.LRSO\/rnl, diluida previamente, como lo indica el Ma-

. nu~l de Requerimientos Mínimos de Calidad que deb~n llenar los 
Productos Biol6gicos pa~a uso Veterinario, en su Prueba de po­
tencia (40). Tres semanas después de la vacunación se obtuvo~ 
el suero, que se identificó y conservó a -20°C hasta el momen­
to de utilizarse. Inmediatamente después, los animales fueron 
ipoculados por vía IM~ en· la ·pierna derecha, con O.S ml de CVS 
~onteniendo 100 DLRSO\. Siete días más tarde, se tomó una mue~ 
tra sanguínea para obtener el suero y determinar niveles de arr 
ticuerpos post-desafío. 

- Grupo B.- Control de virus: S cuyes fueron inoculados por 
vía IM, con 0.5 ml de CVS conteniendo 100 DLRSO\. 

- Grupo c.- Control negativo: S cuyes fueron inoculados por 
~ta IM, con 0.5 rnl de Soluci6n salina fisiológica. 

Todos los cuyes fueron observados diariamente durante 30 -­
días después del desafío. Se comprobó la presencia de virus r! 
bico en el tejido nervioso de los animales que murieron, me---

; .",'• 

*Proporcionada por la Productora Nacional de Bi.ológicos Veter.!, 
narios (PRONABIVE). 
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diante la Prueba directa de anticuerpos fluorescentes descrita 
por Larghi (35). 

Se utilizaron los siguientes sueros testigos: 
1) Positivo a rabia d~ origen equino. 
2) Positivo a rabia de origen cobayo. 
3) Negativo a rabia de origen cobayo. 

PRUEBA DE SN 

Se realiz6 de .acuerdo a los lineamientos descritos por Ka-­
plan y Koprowski (33). Se utilizaron ratones albinos suizos c~ 
pa CFW clínfcamente sanos, de 21 días de edad y peso promedio 
de 14 gramos. Un título de 5 o superior, fue considerado como 
positivo. 

PRUEBA DE CIE/SN 

Se sigui6 la técnica descrita por Díaz y Myers (17) para d~ 
terminar los' niveles de anticuerpos contra rabia. El ant!geno 
utilizado fue un CVS de origen rat6n al cual se le dieron dos 
pases en cerebro de conejo lactante, obteniéndose un título f! 
nal de 108 DLRS0\/0.03 ml; esta suspensi~n se inactiv6 con be­
tapropiolactona diluida 1/3000. . ' 

Cada suero problema fue dilu!do empleando diluciones dobles 
seriadas y a cada una de estas diluiciones se le adicion6 una 
cantidad constante de antígeno. La mezcla suero-virus se incu­
b6 a 37°C/60', para favorecer la neutralizaci6n del antígeno -
rábico. 

·Se utilizaron placas· de vidrio de 75 por SO mm, las cuales 
se cubrieron con 8 ml de agarosa al 0.9\. Una vez gelificada -
la agarosa, se hicieron dos hileras de S pozos paralelos de 6 

· y 3 mm .de dUmetro, con 8 mm de separacj6n entre cada hilera. 

•• •l ,:,\.·. 
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Las mezclas antígeno-suero diluido fueron colocadas en los 
pozos del extremo cat6dico de las placas (6 mm) y precorridas 
por electroforesis durante 45'. En seguida se llenar6n los po­
zos correspondientes al ánodo (3 mm) con suero equino hiperin­
rnune antirrábico~ conteniendo 200UI/ml y la electroforesis co~ 
tinu6 por 120'. La lectura de la CIE/SN se realizó con ayuda 
de un negatoscopio. 

Interpretación: Una reacción positiva se manifestó por la -
ausencia de precipitaci6n, ya que las inmunoglobulinas contra 
rabia presentes en el suero problema, neutralizaron al antíge­
no y este no reaccionó con el suero equino indicador. Una rea~ 
ci6n negativa se manifestó por la presencia de una fina y cla­
ra línea de precipitación entre ambos pozos; es decir, que el -
suero_ problema careció de inmunoglobulinas para actuar coñ el 
antígeno y este, al verse libre, reaccionó con el suero equino 
hiperinmune. 

Se utiliz6 una solución amortiguadora de TRIS-Glicina pH --
8.2 para la cámara de electroforesis, en lugar de una soluci6n 
Veronal con el mismo pH. 

Al concluir el trabajo, los resultados obtenidos _por SN y -

CIE/SN se compararon y correlacionaron, empleando los métodos 
de Hayslett (26) y Maisel (39). 

*Proporcionado por.el Centro Panamericano de Zoonosis, Buenos 
Aires, Argentina. 

'.!.' 



9 

R E S U L T A D O S 

Como puede observarse en el Cuadro No. 2, ningún animal pr~ 
sentó anticuerpos contra rabia al inicio del experimento. 

En la Prueba de potencia, los 25 cuyes vacunados sobreviví~ 
ron al desafío con CVS (100 DLR/50\/0.5 ml), no presentando -­
signos de rabia durante el periodo de observación (Grupo A) . -
La virulencia y patogenicidad del virus de desafío empleado en 
esta prueba, fue comprobada en los animales controles que no -
fueron vacunados previamente (Grupo B) ; estos animales presen­
taron los signos clínicos característicos de la enfermedad y -
murieron, comprobándose además la presencia del antígeno rábi­
co en su tejido nervioso, por medio de la Prueba-directa de an 
ticuerpos fluorescentes (CÜadro No. 1). 

Los Cuadros N.o. 2 y 3 muestran que en los 25 sueros del Gr!!_ 
po A obtenidos a los 21 días de la vacunación, no fue posible 
detectar la presencia de anticuerpos contra rabia con ninguna 
de las dos pruebas empleadas (SN y CIE/SN). Sin embargo, el t~ 
tal de los animales vacunados sobrevivió al desafío con el vi­
rus patógeno. 

En las 25 muestra séricas del Grupo A obtenidas a los 7 --­
días ~ost-desafío (día 28), se encontraron títulos variados de 
inmunoglobulinas antirrábicas con ambas técnicas. Los títulos 
obtenid~s por SN se encontraron en el rango de S a 161 ------­
(i • 51.58), mientras que los títulos en CIE/SN fluctuaron en­
tre 2 y 16 (i • 5.28). 

El cuadro No. 4 muestra los resultados o.btenidos por SN y -

CIE/SN en los sueros testigos .• 
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Para facilitar el análisis estadístico, los títulos obteni­
dos por ambas técnicas fueron expresados en logaritmo base 10 
(log10 ). A los valores de las escalas para ambas pruebas asf -
obtenidos (Diagrama de dispersi5n), se adiciona el nOmero de -
diluciones usadas para cada uno de los sueros problema (Gráfi­
ca No. 1, corresponde a los Cuadros 2 y 3). 

Se calculó el coeficiente de correlaci6n (r) para estable-­
cer si había una relación significativa entre los títulos obt~ 
nidos por SN y CIE/SN. Se obtuvo un un valor de r = 0.88, que 
es estadísticamente significativo. 

Siendo el objetivo de este estudio el determinar el nivel -
de anticuerpos contra rabia empleando la prueba de CIE/SN, pa­
ra poder predecir los títulos en SN, fue necesario determinar 
la línea de regresi6n (recta de cuadrados mínimos) de los ---­
log10 de los titulos obtenidos por ambos métodos. La. ecuaci6n 
de la regresi6n lineal de estos valores fue: 

Y= 0.5485 + 1.487X 

La pendiente b = 1.487 debe ser interpr~tada como el incre­
mento en el log10 del título de SN por unidad,. sobre el log10 
del titulo de CIE/SN (Gráfica No. 2). 

Para obtener un valor estimativo del título de SN en base a 
los resultados obtenidos por CIE/SN, debe ser usada la siguien_ 
te conversión: 

l~g 10 titulo de SN = n.5485 + 1.487 log10 título de CIE/SN 

Además de la línea recta, se trazaron dos curva~ de contia­
bilidad de 1 95\ que representan los limites superior e infe- .... -
Tior de la distribuci6n del valor Y correspondiente a cada va• 
l~r X (Gráfica No. 2). Estas curvas indican los valores máxt-~ 



11 

mos y mínimos esperados para SN, los cuales corresponden a los 
títulos obtenidos en CIE/SN. 

Ejemplo: un suero con un título en CIE/SN, debe tener un ti 
tulo de 27.6 en SN. Los lí~ites superior e inferior de confia­
bilidad del 95\ muestran además que el titulo de SN no será ma 
yor de 60.6 ni menor de 12.S. 

• 



CUADIW No. 1 
RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE POTENCIA 

GRUPO A ANIMALES VACUNADOS CON CEPA V-319/ACATLAN Y DESAFIADOS POSTERIORMENTE CON CVS 

Animales Animales DLRSO\ utilizadas/ Dfas de ~bs~rvaci6n Sobrevi 
via de inoculaci6n/ No. de muertos/vivos vientes 

vacunados desafiados cantidad inoculada post-desafio (\) 

25 25 100/IM/0.5 ml 30 0/25 100 

GRUPO B CONTROL POSITIVO: ANIMALES INOCULADOS CON VIRUS RABICO DE DESAFIO {CVS) 

Animales DLRSO\ utilizadas/ Dfas:post~inocUlatf6n'ei No. de muertos/positivos Positivos 
via de inoculaci6n/ que aparecieron los pri· a la Prueba directa de 

inoculados cantidad inoculada meros signos nerviosos inmunofluorescencia (\) 

s 100/IM/O.S ml 24-30 S/S 100 

GRUPO C CONTROL NEGATIVO: ANIMALES INOCULADOS CON SSF 

Animales Vía de inoculaci6n/ Días de observaci~n Sobrevi· 

post·inoculaci6rt 
No. de muertos/vivos vientes 

inoculados cantidad inoculada ' (\) 

s IM/O.S ml 30 ., 0/5 1.00 



CUADRO No. 2 

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE SN 

No. de Título Título Título 

pre-vacunaci6n post-vacunaci6n post-desafío 
suero 

(Día O) (Día 21) (Día 28) 

1 - - 33 = 1. 51 

2 - - 25 • 1.39 

3 - - l9 = 1.27 

4 - - 19 = 1. 27 

5 - - 5 = 0.69 

6 - - 33 = L51 

1 - - 25 "' 1.39 

8 - - 95.S = 1.98 -
- 9 - - - - 33 = 1. 51 

10 - - - '' 6. s • 0.81 -

11 - - 42 • 1.62 

12 - - 48 .. 1.68 

13 - - 37.S .. 1.57 

14 - - 48 • 1.68 
., 

15 48 1.68 - - .. 
16 - - 42 .. 1.62 
17 - - 42 • 1.62 
18 - - 75 • 1. 87 

19 - - 60 = 1. 77 

20 - - 1 25 • 2.09 
21 - - 161 = 2.20 

22 - - 75 .. 1. 87 

23 - - 75 .. 1.87 
24 . - 75 .. 1. 87 

25 - - 42 • 1.62 

Los resultados se expresan tambi6n en l~g 10 

'. 



CUADRO No. 3 

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA l?RUEBA DE CUUS.N 

Título Título 

No. de suero post-vacunación post-desafío 

(Día 21) (Dia 28) 

l - 4 = 0.60 

2 - 4 "' 0.60 

3 - 4 = 0.60 

4 - 4 = 0.60 

5 - 2 = 0.30 

6 - 4 a; 0.60 

7 - 4 = 0.60 

8 ... 8 = 0.90 

- 9 - 4 = 0.60 

10 - z "' o. 30 

11 - - 4 ... o .60 -
·-
12 - 4 .. 0.60 

13 - 4 .. 0.60 

14 - 4 = 0.60 

15 - 4 • 0.60 

16 - 4 = 0.60 

17 - 4 .. 0.60 

18 - 8 "' 0.90 

19 - 4 e: 0.60 

20 - 8 = 0.90 

21 - 16 "' 1. 20 

22 - 8 = 0.90 

23 - 8 "' o. 90 

24 - 8 "' 0.90 

25 - 4 = 0.60 

Los resultados se expresan también en log10 



CUADRO No. 4 
RESULTADOS DE LOS SUEROS TESTIGOS POR SN Y CIE/SN 

Suero Título en SN Título en CIE/SN 

1 ) Positivo a rabia 

origen equino 4500 128 

2) Positivo a rabia 

origen cobayo 625 32 

3) Negativo a rabia 

origen cobayo -- --
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GRAF{CA No. J 

Diagrama de dispersión de los log de los títulos de anticuer 
pos neutralizantes del virus rábitS, obtenidos por SN y CIE/SÑ 
en los 25 sueros problema. 
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NOTA: Cada punto representa el título de un suero, con ambas -
técnicas. El número en paréntesis, indica la cantidad de 
~ueros que presentaron el mismo titulo. 
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GRAFICA No. 2 
Correlación entre los títulos de anticuerpos seroneutralizan-­
tes en 25 muestras de cuyes positivas a las pruebas de SN y -­
CIE/SN. Se representan la regresión lineal y las curvas de co~ 
fiabilidad del 95\ de los límites superior e inferior de Y. 
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D I S C U S I O N 

Los resultados obtenidos con las dos técnicas evaluadas --­
(SN y CIE/SN), muestran que no fue posible determinar la pre-­
sencia de inmunoglobulinas séricas en los animales vacunados -
con un décimo de dosis de vacuna antirrábica cepa V-319/Aca--­
tlán (Grupo A) y que fueron sangrados a los 21 días post-inoc~ 
laci6n (Caudros 2 y 3 respectivamente). 

Esta ausencia de anticuerpos nos hizo pensar que los anima­
les no resistirían el posterior desafío con 100 DLRSO\ de CVS 
(Cuadro No. 1); sin embargo, el total de los cuyes sobrevivi6 
sin mostrar ~igno cl1nico alguno de la enfermedad. El nivel de 
ininunoglobulinas post-desafío encontrado en estos animales fue 
de S a 161 para SN y de 2 a 16 -para CIE/SN (Cuadros.No. 2 y --

3). 

La patogenicidad de la cepa de desafío empleada se comprobó 
en los animales del Grupo B, donde se observó una mortalidad -
del 100\, determinándose la presencia del antígeno rábico me-­
diante la Prueba directa de anticuerpos fluorescentes. Los re­
sultados encontrados en este trabajo difieren de los obtenidos 
por D1az y Myers (17), ya que estos autores no comprobaron la . 
presencia de virus rábico en el tejido nervioso de los indivi­
duos en estudio., 

Como se puede observar, los resultados indican que no hay -
una correlaci6n directa entre el nivel de anticuerpos séricos 
y el grado de.protección obtenido. Los resultados también ha-­
cen suponer que existen otros mecanismosque participan en la -
inmunidad hacia el virus rábico y que el suero no representa -
la totalidad de los mismos. Así, debemos mencionar que no se -
observaron diferencias clínicas post-desafío entre aquellos a­
nimales que mostraron niveles de anticuerpos de S y los de 161 
por la prueba patr6n de SN.~ 
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Son varias las causas que pueden explicar la sobrevivencia 
del total de los animales ·vacunados al desafío y la ausencia ~ 

de inmunoglobulinas post-vacunaci8n: 

l) Relación respuesta inmune-dosis de vacuna,- Está demos~­
trado que liis vacunas a virus activo elaboradas en cul ti:vos e~ 
lulares, confieren una.buena respuesta inmune (1, 6, 27, 32, -
38, 45). Estas vacunas inducen la producci6n de altos tltulQs 
de anticuer~os, que se pueden detectar facilmente a ~~riir del 
día 21 y en ocasiones antes (10, 27, 38, 46) i esto dependerá -
de la dosis, la cepa utilizada, la via de inoculaci6n, la pre­
sencia o no de adyuvante.y la especie en la que se. aplica el -
producto. As!, la ausencia de anticuerpos en los animales vac~ 
nados pudo obedecer a que fueron inoculados con un dlicimo de .;. 
la dosis normal (2.S ml) de un producto comercial. Lo anterior 
coincide con l~s investigaciones realizadas por L6pez (37), -­
quien Útilizando dosis menores de vacuna cepa V-319/Acatlán en 
ratones, encontró una gran diferencia entre el nivel de anti-­
cuerpos inducidos por la vacunación y el porcentaje de protec­
ción conferido por. la misma. Asimismo, López y Hern4ndez (38) 
mencionan que a pesar de los buenos resultado obtenidos en 
Pruebas de potencia en cuyes, cuando se utilizan vacunas prep! 
radas en cultivos celulares, estos son irregulares. 

2) Relación nivel de inmung.lobulinas -grado de protección. -
La literatura consultada informa de casos de rabia humana en -
los que individuos que poseían niveles altos de anticuerpos --· 
(41, 51), fallecieron al igual que sujetos que no presentaron 
anticuerpos det'ectables con las pruebas patrón durante el cur­
so de la enfermedad (7). Existe tambien infórmación acerca de 
dos casos de individuos que lograron niveles excepcionales de 
inmuniglobulinas antirribicas por infección natural (32, 48); 
desafortunadamente, en estos sujetos no fue posible.comprobar 
la presencia del anttgeno r4bico y se sospech6 de.rabia porque 

• 
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niveles tan altos de anticuerpos en suero y líquido cefalorra­
quídeo, no se pueden obtener normalmente por vacunación. 

3) Réplica viral.- Se sabe que varios virus, entre ellos el 
rábico, al replicarse pueden salir al espacio extracelular y -

así infectar a otra célula o pasar de una célula a otra sin e! 
ponerse al Aparato inmunocompetente (AIC), por lo que no habrá 

· estimulación del m ismo y por ende, producción de anticuerpos 
y/o linfocitos sesibilizados (23, 32, 43). 

4) Interferón.- La capacidad interferogénic~ de diferentes 
tipos de vacunas contra rabia, ha sido estudiada (3, S, 32, --
46, 61) Y se ha encontrado que la protección contra el virus -
rábico se relaciona directamente con el nivel de interferón irr 
<lucido por las mismas. Así, Baer y Yager (S) encontraron que -
las vacunas preparadas en célula BHK inducen la producción de 
1.5 unidades de interfer6n a las 24 horas post-vacunación, en 
ratones. Wiktor y colaboradores (61), señalan que una dosis de 
vacuna elaborada en células diploides humanas indujo niveles -
de 20-300 unidades de interferón, 8 horas después de ser apli­
cada en monos Rhesus. 

S) Relación células inmunocompetentes-grado de protección.­
Está demostrado que parásitos intracelulares como los virus, -
estimulan principalmente una inmunidad de tipo celular (14, ~-

22, SO, 57, 59); desafortunadamente, existen pocos estudios e­
fectuados con rabia, que evalúan clara y concretamente la res­
puesta celular hacia el antígeno rábico. Así, Ramanna y Pal -­
(49) encontraron que la máxima inhibición de la migración de -
los macrófagos (90i), se detectó al sexto día post-sensibiliZ! 
ción y que disminuyó notablemente el día 14 (4Si) en conejos -
inoculados con virus rábico atenuado. Por otra parte, Tsiang y 

Lagrangc (58) trabajando con pruebas de hipersensibilidad re-­
tardada en cojinete plantar de ratones, encontraron que los m! 

ximos niveles de hipersens,bilidad se obtuvieron a las 24 ho·· 
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ras post-desafío con CVS y a los 4 días post-desafío con virus 
de calle. En nuestro estudio no se analiza la respuesta celu-­
lar en forma aislada, pero los dos trabajos arriba mencionados 
muestra la importancia de la participación de la inmunidad me­
diada por células, en la protecci6n hacia el virus de la ra--­
bia. 

Como puede apreciarse, la presencia de inmunoglobulinas en 
todos los sueros animales obtenidos después del desafío (día -
28) con las técnicas de SN y CIE/SN, contrasta con la ausencia 
de ellas a los 21 días post-vacunación. Probablemente, el in-­
cremento de anticuerpos fue provocado por el virus de desafío 
(CVS), que funcionó como un segund? estímulo antigénico dirigi 
do al AIC. Resultados similares reportaron Sureau y colaboradQ. 
res en sus trabajos con la vacuna antirrábica cepa ERA en bovi 
nos (SS) ya que observaron una notable-elebaci6n de anticuer-­
pos en los animales vacunados, a partir del séptimo día del d~ 
safio. Ellos concluyen que la expisici6n al virus pat6geno, a~ 
túa como un refuerzo que aumenta la inmunidad contra la rabia. 

En relación a la prueba de CIE/SN, encontramos que su sensi 
bilidad y ·especificidad en la determinacl.6n de anticuerpos con, 
tra rabia, es similar con respecto a la prueba patrón de SN, -
ya que los títulos detectados por ambas técnicas presentaron -

·estrecha correlación como ya había sido demostrado previamente 
por otros autores, en diferentes condiciones (16, 17). Dei--­
gual manera, estudios realizados con antígenos diferentes al -
virus rábico, confirman .el valor diagnóstico de la CIE como -­
prueba de rutina (15, 25, 29, 36, 42, 47, 52). 

Estadísticamente, al correlacionar los títulos de anticuer­
pos obtenidos por SN y CIE/SN utilizando las técnicas descri-­

. tas por Hayslett (26) y Maisel. (39), observamos un mejor coefi 
ciente de correlación (r"' 0.88) en comparación al obtenido -~ 

porDíaz y Myers (r • 0.59) al trabajar con sueros humanos 

') 
•·" 
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(17). Esto posiblemente tenga relación con el origen de los -­
sueros utilizados, la uniformidad de los animales empleados, -
tipo y dosis de vacuna, número de estímulos antigénicos y méto 
do estadístico empleado. 

Finalmente, el cálcul6 de los límites superior e inferior de 
confiabilidad del 95\ a partir de los títulos de anticuerpos -
obtenidos por la prueba de CIE/SN, garantiza una predicción -­
más exacta de los resultados esperados en SN (Gráfica No. 2) -
(26, 39). 

f,_L 



.. ··17 

e o N e L u s I o N E s 

1) Los resultados obtenidos en este trabajo en el total de 
los sueros de los animales sobrevivientes al desafío, indican 
que la CIE/SN es apropiada para la determinaci6n de inmunoglo­
bulinas contra rabia, ya que muestra una estrecha correlación 
con la prueba patr6n de SN. 

2) Empleando un décimo de la dosis (0.25 ml) de vacuna anti 
rrábica cepa V-319/Acatlán en cuyes, en este estudio, fue imp~ 
sible determinar la presencia de anticuerpos séricos a los 21 

días post-vacunación con la prueba evaluada y la prueba patrón 
de SN. 

3) En este trabajo, esta cantidad de vacuna fue capaz de -­
proteger al 100\ de los animales vacunados, que fueron de~afi~ 
dos con 100 DLRSO\ de CVS posteriormente. 

4) Son varios los mecanismos que juegan un papel importante 
en la protección hacia virus rábico y el suero no representa -
la totalidad de los mismos. 

'•!, 
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