
UNIVf~SIDAO NICIONll IUTONOMA DE MfXICO 

Faoul tad de Medicina Veterinaria. y Zooteonia. 

ESTABLECER EL TIEMPO DE CADUCIDAD DE LA 

VACUNA ANTIRRABICA V-319 ACATLAN, 

INACTIVADA CON BETA-PROPIOLACTONA, 

MANTENIENDOLA A 37 ºC SIN 

IRRADIACION SOLAR. 

TESIS PROFESIONAL 
QUE PARA OBTENER EL TITULO CE 

'MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA 

PRESENTA 

ENRIQUE MELGAREJO BAÑOS 

México, D. r; 1988 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



a GRADE CIMIENTO 5: 

A-1 Departamento de Producción del I.N.l.F.A.P. 

Dra. Maria Roldan de Gardón 

Dr. Jasé E. Weimersheimer R. 

Srita. Ha. Esther Bazán a. 
Par la gran ayuda que tan desinteresadamente 

me brindaran. 

Al Grupa VETEQUI de la cl1n1ca #2 del 

Hipodrama de las Américas. En especial 

al Dr. Carlas Guzmán Clark par su ayuda 

brindada. 

Al Sr. Federico Roa 

con profundo agradecimiento y por su 

ayuda durante toda la carrera. 

A mis Amigos: Enrique Guerra Falcón 

Jesús Ram!rez Picaza 

Arturo Hondragón 

Jasé Luis Estrada Radr!guez 

Miguel Angel Paredes Lamadrid 

Luis Mariano Romero del Valle 

Par su ayuda que de alguna •nera o de otra 

está reflejada en esta tesis. 



A mis queridos Padres: 

_Norberto Melgarejo Ruiz 

Celia Baños de Melgarejo 

Por que con su ejemplo me han enseriado 

el camino del éxito, conservando ·la sencillez, 

honradez y responsabilidad. 

A la M.v.z. Ana Vel Melgarejo Baños 

Por su ayuda tan valiosa y desinteresada 

por la elaboraci6n de esta tesis. 

A mis hermanas: Almaguicela 

Ana Vel 

5of1a 

A mis sobrinos: Miguel Angel 

Luis Mariano 

A Noemi Arias Cabral 

Mi COIRpañera de la vida que 

con a1110r y ,edicaci6n aupo ayudarme. 



A mi asesor: 

M.V.Z., M.S., Ph. D. Eliseo Hernández Baumga.rten 

Por su gran ayuda, tanto en la dirección como en la 

elaboración de este trabajo. 

A mi jurado: 

M.v.z. CARLOS GUZMAN CLARK 

M.v.z. SANTIAGO AJA GUARDIOLA 

H.v.z. ALEJANDRO RODRIGUEZ HDNTERDE 

M.v.z. ROSAURA FRANCO GUTIERREZ 

M.v.z. ALFREDO KURT SPROSS SUAREZ 



Resumen 

Introducci6n 

Objetivo 

Material 

Métodos 

Resultados 

D1scusi6n 

Conclusiones 

Bibliografia 

C O N T E N I D O 

. . . . . . . . . . . . . .. . . . . . 

Pagina 

1 

2 

6 

7 

9 

15 

18 

20 

21 



1 

RESUMEN 

MELGAREJD BAÑOS, ENRIQUE. Establecer el tiempo de caducidad de la vacuna 

Antirrábica V-319/Acatlán Inactivada con Beta Propiolactona manteniendo_­

la a J?QC sin irradiación solar, para establecer las condiciones de man!. 

jo de este biol6gico. 

Bajo la direcci6n de: M.V.Z.,M.S.,Ph.D. Eliseo-Hernández Baumgarten. 

Se estud~Ó el lote experimental piloto #1, de la vacuna·antirrábica 

Cepa V-319/Acatlán Inactivada con Beta propiolactona, elaborada en el -

Depto. de Biotecnologla en Salud Animal del I.N.I.F.A.P., con el objeto 

de establecer el tiempo de caducidad manteniéndola a J?QC. ain irradia-­

ción solar. 

Del lote experimental piloto #1, sa procedi6 a hacer en forma esté­

ril alicuotas de 40 ml, mantenidas en cámara fria a 4QC. Estas se saca-­

rian para ponerlas en la estufa a J?QC a diferentes tiempos según lo in­

dicarán los cuadros de inoculación. 

La titulación de la vacuna se hizo.mediant~ la técnica de Habel,da!J. 

do como resultado que la vacuna antirrábica Cepa V-319/Acatlán Inactiva­

da con Beta propiolactona mantenida a J?DC sin irradiación solar por 90-

dias, todav{a confiere una buena inmunidad. 
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lNTRODUCCiaN 

La rabia se conoce desde hace muchos años, tanto en Europa como en -

Asia, en donde los animales salvajes han sido el reservorio principal de 

la enfermedad (II). Aristóteles describe la enfermedad en el siglo III. A. 

c •. y Demócrito en el siglo v. A.C., en el silo 100 de nuestra era Celso dá 

una descripción detallada de la rabia (2). Fleming en el año 900 de nues­

tra era narra la invasión de Lyon por un oso, el cual mordió a unas 20 

personas. Ce éstas 6 desarrollaron rabia y murieron en las siguientes 27-

d!as (2). En 1271 se describa el primer gran brote cuando unos lobos ra-­

biosos invadieron pueblos y villas, y no menos de 30 personas· murieron 

después de ser mordidas _(2). En América en 1SD2 se com1ca esta enfermedad 

durante la época de la conquista, al observar qua los perros traidos por­

los españoles presentaban rabia (II). En 1881 Pasteur publicó su primer -

informe sobre la rabia anal que dice que el sistema nervioso central y -

especialmente el bulbo raquideo se encuentran involucrados y desempeñan -

un papel activo en el desarrolla de la enfermedad. Pasteur también repro­

dujo la rabia mediante inyecciones intracarebrales directas da material -

del sistema nervioao·central, proveniente de animales rabiosos (2). Pas-­

teur es también quien desarrolla la primera vacuna contra esta enfermedad. 

Carini en 1911 diagnosticó por primare vez la rabi'e paralitica bovi• 

na en Brasil, cuando encontró corpúsculos de Negri en el tajido cerebral 

proveniente de bavinoa muartas de una enfermedad parasiante. Estos bovi-• 

nos estaban en una zona donde exiatian perros callejeros y vacunación an• 

tirrábica can estas bases, Carini sospechó que los animales salvajes eran 

la causa del brote (2). 

Hasta 1921 gracias a las invastigaciones de Haupt y Rehaag se estab,!e 

ce claramente la relación de las mordidas de murciélagos can la rabia pa• 

ral!tica en el ganado vacuno (2), Esta anfermadad causa la muerte de gran 

cantidad de animales, afectando as! la ganader!e de México y de muchos o• 

tras paises (3,4,.S,8;13,14) 

Según el pala y la zona, a la rabia se le conoce can diferentes nom-­

bres por ejemplo: "Tollwut• o "lllut" en Alemania, ªLe rage" en Francia, n 

Peste dais cadeiras" en Brasil, "Tumbi-baba" en Paraguay, 11 Mal de caderas 

bovino" y "lilabia paresiante", "Huequera y Renquera" en Colombia y Costa -
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Rica, "Rabia paral!tica" y "Rabia Paresiante• en Venezuela "Hidrofobia" '! 

Derriengue", "Tronchado" y "Huila" en México. En algunos patees también la 

conocen como "Lyssa" (7). As! la rabia ha representado y representa un pr,2_ 

blema para la salud pública. Muchos investigadores de diversos paises han 

dedicado su tiempo al estudio de este padecimiento. Se sabe ahora que ls -

rabia es una enfermedad causada por un virus que pertenece a la familia 

Rhabdaviridae, al género de los Lysaavirus. Tiene. forma de bala y mide 

aproximadamente 60-BO nanómetros (nm) de ancho por 170-180 nm. de largo y 

su ácido nucleico está formado por RNA. Es un virus filtrable destruido 

por ácido, alcalis, fenal, formalina, cloroformo; luz ultravioleta y pas-­

teurización entre otros (4,B,12,18). 

La rabia paresiante es transmitida por la mordedura de un murciélago 

hematófago, siendo el más común el Desmodus rotundus, que actúa como re-­

aervorio y vector de esta enfermedad. Este as el más abundante en México -

tanto en número como por su amplia distribución geográfica, que va desde 

el norte hasta el sur de México encontrándose e·n otros pa!ses de Hispano-­

América. El Diphylla ecaudata es rara y el Oiaemus youngui na existe en 

nuestro pala (6,10,16). 

Debido al problema qua la rabia pareaiante representa para la ganade­

ría de México, ha sido necesaria la producción de vacunas que confieran 

una inmunidad especifica y duradera (14). En el mercado existen varias va­

rias vacunas antir.-áb.i!cas ,1e • irus viva modificado. Las vacunas que se pr,2_ 

ducen en cultivos celulares (14) han demostrado tener mayor pureza v anti­

genicidad que las obtenidas con las mismas cepas de virus,pera propagadas 

en embriones de pollo o en animales da laboratorio(9,l5) 

La primara vacuna atenuada utilizada para la prevanci6n de la enferm!. 

dad fué la vacuna de Pastaur coma ya se mencionó antes. El virus de rabia­

fué adaptado al conejo por pase intracerebral hasta que el per16da de inc~ 

bación se es·tableciá en 5 a 6 dias, a esto se le llam6 virus fija. Se sa-­

crificaban loa conejos en los Últimos signos de la enfermedad y se recupe­

raba la mádula espinal y el encéfalo poniándolo a secar en jarras de dese­

cación especiales, a temperatura ambienta y de tal moda qua se obtenian mf 

dulas de 14 dias de desecadas,de 13 dlaa,de 12 dias etc. hasta tener de 1 

dia. La virulencia del virus disminuye con más tiempo de desecación, en es 
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ta forma cuando una pe~sona era mardida por un animal sospechoso, se vacu~ 

naba primero con la vacuna de 14 d!as, al siguiente die con la de 13 dias y 

as! sucesivamente hasta llegar hasta la de dos días (8). 

Existen tres tipos de vacunas antirrábicas ·según el método de elabor.! 

ci6n: a) Tejido nervioso, b) vacunas avianizadas, preparadas en embrión de 

pollo y c) vacunas preparadas en 'cultivos celulares .(12,17). Las vacunas­

de tejido nervioso sólo existan cgmo vacunas inactivadas, loa otros tipos­

de vacunes existan en variedades de virus vivo modificado y de virus insc­

tivedo (12,17). 

Dentro de lea vacunas de virus vivo modificado tenemos la vacuna avi_! 

nizede Flury, LEP (de bajo pasaje 136). Se cultive en huevos embrionados ·o 

en células de riftón de hsmster (8). Actualmente se he prohibido su uso por 

reportes de casos de rabia en varios Estados de la Unión Americana (8). La 

vacuna svianizada Flury HEP, (de alto pasaje, 178 pasea) recibe el nombre 

de vacuna Flury de alto pasaje por haberse dado un número ~dicional de pa­

sea en embrión de palla con la cual la atenuecioñ del virus ea tal, que a! 
lo mata ratones lactante• par vla intracerebral y se recomien0a pare eape• 

ciea altamente auaceptiblea cama bavinas y gatos. Estas vacunas fueron de­

sarrolladas por Koprowski y Cox (1948) (2,8}. La cepa Kelev (con más de 

100 pases). Cultivada en huevos embrianadas y utilizada en perros y bovi-­

nos. La cepa Kissling de alto pasaje, cultivada en células de hamster para 

·vacunar perros. La capa KWA (90 a 1DD pases e 32DC) producida en cultivos 

celulares de riftón da hamster y utilizada para todas las especies domésti­

cas (8,2). Le vacune cepa ERA es de virus vivo atenuado producida en cult.!, 

vos celulares y fué desarrollada en Canadá (Abelseth, 1964). Esta fué la -

primera vacuna antirrábica que se autorizó en los Estados Unidos de Amér.!, . 
ca para ser usada en todas laa aapecies de animales doméaticos,praporcio--

nando una inmunidad de cuenda menas tras aftas en perros y ganado vacuna (2 

). Les vacunes de cultivos celulares han vanido a substituir a las vacunas 

de tejido cerebral, principalmente por gran capacidad antigénice e inocui­

dad. 

Entre las vacunes inactivadee, mencionaremos las siguientes: Le vacu­

na tipa Fermi (1908) que se inactiva con fenal durante 24 horae a 22DC.:La 

vacuna Umeno (1916) inectivada también can fenal: y le vacuna Kelser (1925) 

inactiveda can cloroformo (8}. Le vacuna tipo Semple se prepara inactivan-
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do al virus con 1.15% de fenol, y ha sido utilizada en personas previamente 

expuestas con aplicaci6n de dosis.mGltiples (8). Otro ejemplo es la vacuna­

Alurabiffa que fué desarrollada por el Instituto Mérieux en Francia, la --­

cuál es elaborada en una linea celular de ambri6n de hamster, (NIL-II) y se 

presenta en forma liofilizada sin adyuvante, ó en forma liquida con varios­

tipos de adyuvantes como da tipo oleoso, hidr6xidg de aluminio o bien sapo­

ninas, demostrando estabilidad antigénica en presencia de estos compuestos( 

14). Otra de estas vacunas es la vacuna antirrábica cepa V-319/Acatlán que 

ya es usada en todo México como vacuna de virus modificado preparada en cu,! 

tivos celulares, en línea 135 CL7, (ésta ea una clona de la linea BHK-21).( 

16), ahora se está desarrollando una vacuna inactivada a partir de esta mi,! 

ma cepa, utilizando la Beta propiolactgna como inactivante. 

Acerca de este biol6gico se tienen datos valiosos, resultado de traba­

jos anteriores. El virus fuá aislado a partir de un vampiro macho con una -

infección generalizada de rabia capturado en San Vicente Daxaca (6). Se pr.!!. 

cedió a infectar monoestratos de cultivos celulares de vampiro, como el ti­

tulo del virus obtenido en éstas célu~as era muy bajo (10206); se empezó a 

trabajar con la linea BHK-21, obteniéndose titulas más altos hasta lograr -

un titulo máximo de 109 UFP (6). Se sabe que la vacuna de virus vivo confi~ 

ra una protección de 3 años (6); que la duración de la viabilidad de éste -

biológico después de reconstituido es de 15.5 horas en condiciones Óptimas( 

4DC) y de 4.5 horas si es expuesta a una temperatura de 28DC. (17). La ina,E_ 

tivaci6n con Beta propiolactona hace cambiar las propiedades de la vacuna -

de tal manera que es necesario rapetir las pruebas que se han hecho antes.­

El presente trabajo servirá como una contribución al estudio de este nuevo 

producto, y en él se tratará de establecer la caducidad del mismo para faci 

litar las condiciones da manejg y las precauciones que con él deban tener,­

dado que as ijeceaarig conocer la duraci6n de la antigenicidad de la vacuna­

cuando se interrumpa la cadena fria necesaria para su conservaci6n adecuada. 
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~ 8 J E T I V D 

- Establecer el tiempo de caducidad de la vacuna antirrábica V-319/Ac,! 

tlán, inactivada con Beta-propiolactona, manteníendola a J?QC sin irradi,! 

ci6n solar, para establecer las candicianes da maneja da aste biológico.­

El prop6sito de hacer un producto inactivada es que podría ser transport,! 

do a lugares poco accesibles, basándose en que las vacunas inactivadaa -­

mantienen su capacidad antiginica por un pariádo más prolongada que las -

vacunas de virus viva, a temperaturas variables. 
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M A T E R I A L 

·1. Material biol6gico. 

1.1. Ratones blancos cepa CD-1 de 5 semanas de edad, estos animales fu.!, 

ron proporcionados por el departamento del Bioterio del INIFAP. 

1.2 Vacuna antirrábica V-319/Acatlán inactivada con Beta propiolactona, 

elaborada por el Depto.de Biotacnologia en Salud Animal del INIFAP. 

V perteneciente al lota piloto #1 con un titulo antes de inactivar 

de 10-7•74 • 

1.3. CVS (Chsllenge virus standard) elaborado en el Depto. de Epizooti.!:!, 

logia del INIFAP. 

1.4 Suero de ternera.- El suero ae aepar6 del coágulo, fué centrifuga­

do 2 veces a 3,000 rpm. durante 20 minutos en cada centrifugación, 

v se esterilizó por filtración con filtros millipore con presión -

positiva, fué envasado en volúmenes de 400 ml y congelado a una -­

temperatura de -20QC. Al des~ongalarse fué inactivado en baño ma-­

ria a 56QC. durante JO minutos y se canaerv6 en refrigeraci6n a -

4QC. 
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2. MATERIAL F I 5 1 C O 

2.1.- Jaulas para ratones con· bebederos. 

2.2.- Jeringas de 1 ml y da 5 ml desechables 

2.3.- Agujas del #2? da 1.25 cm de largo 

2.4.- Cámara fria a 4QC. 

2.5.- Estufa bacteriológico ajustada a 3?QC.(incubadora convertida a 

estufa bacteriol6gica). 

2.6.- Pipetas de 1,5 y 10 ml. 

2.?.- Frascos de 27 ml. 

2.B.- Guantes latex 

2.9.- Tubo de ensaye 

2.10. Gradillas 

2.11. Algodón 

2.12. Gasas 

2.13. Bano de hielo 

2.14. Centrlfug• 

2.15. Campana de flujo laminar con flujo horizontal 

2.16. Engargoladora para ratapas de 25 mm de diámetro 

2.17. Pinzas de disección 

2.18. Congelador a -20QC. 

2.19. Congelador a -?DQC. 



H E T O D D S 

La titulación de la vacuna se hizo mediante la técnica de Habel (20), 

la que brevemente consiste er. lo siguiente: 

{ [ Se deben emplear ratones blancas cepa CD-1 de 4 a 6 semanas de edad y 

~ de un pesa uniforme, que se pueden escoger sin tener en cuenta el sexo, en 

casa de que sea conveniente, se pueden elegir de un mismo sexo. 

Para la inmunizacioñ de loa ratones, se administra a sesenta ratanes­

D.25 ml de una vacuna diluida que contenga O.SI del pesa del cerebro fres­

co. Las inoculaciones se hacen por v{s intraperitaneal los lunes, miérco-­

les y viernes durante dos semanas consecutivas (un total de seis dósis). -

Antes de comenzar se separan treinta ratone• para emplearlos como testigos 

en el momento de aplicar el reinfactante (desafio). 

Catorce dlas después da la primera dÓais de vacuna se hace una prueba 

de confrontación. En ·ésta momento se deshielan dos ampolletas del virus f.! 
-1 ja estándar~ ~sacio como rainfectante, y se hace una suspensión de 10 • 

-1 -7 Luego se preparan diluciones decimales, desd~ 10 hasta 10 , empleando C.!!, 

mo diluyente suero de caballo a conejo, al 21, en agua destilada. Durante 

la ejecución de la prueba conviene mantener las diluciones del virus usado 

para la confrontación en un bano de agua helada, a fin de evitar reduc---­

ciones en el titulo del virus. 

El re:t..nfectante ae aplica a grupaa de 10 ratones vacunadas, inyectán-
-5 -4 -3 -2 dale intracerebralmente O.D3 ml de lea diluciones 10 , 10 , 10 , 10 y 

10-1 del virus, en el orden citado. Se puede emplear la misma jeringa y 

aguja para todas las inoculaciones, siempre qua antes de llenarla de nuevo 

se lava varias veces para usarla en la dilució~ siguiente. 

Con una nueva jeringa aa inoculan las ratonaa teatigos con lea dilu-­

ciones 10-7, 10-6, y 10-S del virua para determinar cuál de las diluciones 

rapresenta una DLSO. Si al virus de control está comoletamente activo, es­

tas tres diluciones dejarán generalmente un número de sobrevivientes que -

oscilará del 10°" a menos del 501. La irrqularidad en la distribución de 

las muertes, durante el empleo de las tres diluciones, debe considerarse -

sospechosa. Para que la prueba de potencia sea válida, el 5°" del limite -
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de las muertes por rabia, en 101 ratones testigos, debe ser superior e la­
' -5 dilucion 10 • 

Todos los ratones se observan 14 d!as: sólo las muertes que ocurren -

después del quinto die se deben atribuir a la rabia. La observaci6n ha de 

ser diaria y se deben anotar las sintamas observados. Los ratones que so-­

breviven después de 14 d!as, pera qua presenten s{ntomee de rabia, se de-­

ben considerar cama muertos par rabie para las efectos del cálculo de le -

potencia de la vacune. 

Para la determinacian del grada de protección, el limite del 50% de -

la mortalidad por rabie ae determina par el métada da Reed y Muench •. Can-­

siete éste limite en la dilucian que, aplicmla a las ratones vacunados y e 

los testigos, debe de causar la muerta por rabie del 50%, según los resul­

tados obtenidas en las pruebes efectuadas con las diluciones. Restando el­

logaritmo del limite de los testigos, del correspondiente a los vacunados, 

se obtiene fácilmente el logaritmo del número DL50 de protecci6n. Paresa­

tisfacer los requiaitos m!nimaa, ésta deba aer lag. J 6 1.000 DL5D. 

Se utilizaron ratones blancos de 21 d{as de edad de la cepa CD-1, pr2 

porcionados por el Depto. del Bioterio del I.N.I.F.A.P., cada late de 100 

ratones fuá dividido en 10 cajas con 10 ratones cada una, y permanecieron­

dos semanas en el cuarta de ratones como periodo de adaptación (y fueron -

vacunados a las 5 semanas de edad como menciona la técnica de Habel),éste 

cuarto se mantuvo a una temperatura de 18 a 2SQC. durante todo el experi-­

mento. 

Del lote experimental piloto #1, de la vacuna antirrábica cepa V-319/ 

Acatlán inactivada ;an Beta propialactona, se procedió a hacer en forme e.!, 

téril al{cuataa da 40 al mantenidas en cámara frla a 4DC. Poateriarmente -

se sacaron de ésta pare ponerlo& an la estufa a J7DC., a diferentes tiem-­

pos según lo indica el calendario de inaculaci6n, anotado en los cuadros -

1,2,3,4,5 y 6. 

El calendario anotada en loa cuadras 1 al 6 as un tanto complicado P.! 

ro tuvo la función de retirar la alicuota da vacuna en la fecha en que se 

aplicarla, con la finalidad de evitar conservarle en el laboratorio a 4DC. 

hasta la fecha de su aplicación. También se tuvo el cuidado de que en un -

determinada grupo de ratones coincidiera la fecha del desafio a fin de ha-
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cer éste simultáneamente y asi.manejar el CVS el •nor número de veces po~ 

sible. 

TIEMPO CERO HORAS 

Cuadro 1 de inoculacián. 

Tiempo D1a de inoculacián Inoculacián 

O horas 25-III-85 1a. 

O horas 27-III-85 2a. 

D horas 29-III-85 .3a. 

a horas 1-IV-85 4a. 

a horas .3-IV-85 Sa • 

O horas 5-IV-85 6a. 

TIEMPO CERO HORAS 

Cuadro 2 de inoculación. 

Tiempo Dia de inoculación Inoculacián 

a horas 14-X-85 1a. 

a horas 16-X-85 2a. 

a horas 18-X-85 .3a. 

D horas 21-X-85 4a. 

a horas 2.3-X-85 5a. 

D horas 25-X-85 6a. 

TIEMPO 10 DIAS 

Cuadro .3 de inoculación. 

Tiempo Poner vial .370C. D1a de inoculación 

10 d1as .31-V-85 10-VI-85 

10 d{as 2-VI-85 12-VI-85 

10 d1as 4-VI-85 14-VI-85 

10 d1as 7-VI-85 17-VI-85 

10 días 9-VI-85 19-VI-85 

10 d!es 11-VI-85 21-VI-85 

Desaffo 

7-IV-85 

7-IV-85 

7-IV-85 

7-IV-85 

7-IV-85 

7-IV-85 

Desafio 

28-X-85 

28-X-85 

28-X-85 

28-X-85 

28-X-85 

28-X-85 

Inoculac16n 

1a. 

2a. 

.3a. 

4a. 

5a. 

6a. 

Desafio 

24-VI-85 

24-VI-85 

24-VI-85 

24-VI-85 

24-VI-85 

24-VI-85 
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TIEMPO 20 HORAS 

Cuadro 4 de inoculación. 

Tiempo Poner vial 371lC. Día de inocul~~i6n Inoculación Desafio 

20 d1as 8-X-85 28-X-85 1a, 11-XI-85 

20 d!as 10-X-85 .30-X-85 2a. 11-XI-85 

20 d!es 12-X-85 1-XI-85 3a. 11-XI-85 

20 d!as 15-X-85 4-XI-85 Aa. 11-XI-85 

20 d!es 17-XI-85 6-XI-85 5a. 11-XI-85 

20 d1as 19-X-85 B-XI-85 6a. 11-XI-85 

Cuadro 5 de inoculaci6n. 

Tiempo Poner vial 37DC. Die de inoculación Inoculación Deeaffo 

30 d1as 27-VII-85 26-VIII-85 1a. 9-IX-85 

30 días 29-VII-85 28-VIII-85 2a. 9-IX-85 

30 d1as 31-VII-85 30-VIII-85 la. 9-IX-85 

30 días 3-ilIII-85 2-IX-85 4a. 9-IX-85 

30 días 5-VIII-85 4-IX-85 Sa. 9-IX-85 

30 d!es 7-VIII-85 6-IX-85 6a. 9-IX-85 

Tiempo Poner vial 371lC. Día da inoculacipon Inoculación Desafio 

40 d1as 17-VII-85 26-VIII-85 1a. 9-IX-85 

40 d1es 19-VII-BS 28-VIII-85 2a. 9-IX-85 

40 d!es 21-VII-85 30-VIII-85 Je • 9-IX-85 . 
40 d1as 24-VII-85 2•IX-85 4a. 9-IX-85 

40 d1as 26-VII-85 4-IX-85 Sa. 9-IX-85 

40 d!as 28-VII-85 6-IX-85 6a. 9-IX-85 
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Cuadre 6 de inoculación. 

Tiempo Poner vial 37gc. Día de inoculación Inoculación Desaf1c 

20 días 3-XII-85 2.3-XII-85 1a. 6-I-86 

20 días 5-XII-85 25-XII-85 2a. 6-I-86 

20 días 7-XII-85 27-XII-85 3a. 6-I-86 

20 días 10-XII-85 .30-XII-85 4a • 6-I-86 

20 días 12-XII-85 1-I-86 5a. 6-I-86 

20 días 14-XII-85 3-I-86 6a. 6-I-86 

30 días 23-XI-85 23-XII-85 1a. 6-I-86 

30 días 25-XI-85 25-XII-85 2a. 6-I-86 

30 días 27-XI-85 27-XII-85 3a. 6-I-86 

30 días 30-XI-85 30-XII-85 4a. 6-I-86 

30 días 2-XII-85 1-I-86 5a. 6-I-86 

30 días 4-XII-85 3-I-86 6a. 6-I-86 

40 días 13-XI-85 2.3-XII-85 1a. 6-I-86 

40 días 15-XI-85 25-XII-85 2a. 6-I-86 

40 días 17-XI-85 27-XII-85 3a. 6-I-86 

40 días 20-XI-85 30-XII-85 4a. 6-I-86 

40 d!as 22-XI-85 1-I-86 5a. 6-I-86 

40 d!aa 24-XI-85 3-I-86 6a. 6-I-86 

60 días 24-X-85 23-XII-85 1a. 6-I-86 

60 días 26-X-85 25-XII-85 2a. 6-I-86 

60 días 28-X-85 · 27-XII-BS 3a. 6-I-86 
60 días 1-XI-85 30-XII-85 4a. 6-I-86 
60 días 3-XI-85 1-I-86 5a. 6-1-86 
60 días 5-XI-85 3-I-86 6a. 6-I-86 
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Cuadro 6 de inoculación. 

tiempo Poner vial 3711C. Día de inaculacioñ Inoculación Desafío 

90 días 24-IX-85 23-XII-85 1a. 6-I-86 

90 días 26-IX-86 25-XII-85 2a. 6-I-86 

90 días 28-IX-85 27-XII-85 Ja. 6-I-86 

90 días 1-X-85 30-XII-85 4a. 6-I-86 

90 d1as 3-X-85 1-I-86 Sa. 6-I-86 

90 d1as 5-X-85 3-1-86 6a. 6-I-86 

110 d1as 4-IX-85 23-XII-85 1a. G-I-86 

110 días 6-IX-85 25-XII-85 2a. 6-I-86 

110 días 8-IX-85 27-XII-85 3a. 6-1-86 

110 d1as 11-IX-85 30-XII-85 4a. 6-1-86 

110 d!aa 13-IX-85 1-I-86 Sa. 6-1-86 

110 días 15-IX-85 3-I-86 6a. 6-1-86 

En el cuadro 6 podemos observar varios tiempoa,que tienen la misma 

fecha de desafio. 
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H E S U ~ T A O O S 

En los cuadros 1 y 2 que corresponden al tiempo de cero horas, se no­

ta que no hay facha de poner vial a 37gc, porque en éste tiempo el vial se 

saca directamente de la cámara fr1a, para la inoculación de los ratones. 

Este tiempo se repitió ya que los resultados en la primera ocasión,no 

revelaban datos confiables porque los ratones presentaron una enfermedad -

diferente a rabia. Esto se comprobó por la técnica de Inmune fluorescencia. 

Se notó que algunos ratones mostraban parálisis o torpeza en sus movimien­

tos desde el segundo día post-inoculación, siguiendo en éste estado por V_! 

rios días. Los animales con estos signos presentaban el pelo liso y bri--­

llante, emaciación marcada, los miembros anteriores perdían su posición -­

normal asemejando a las aletas de los pingüinos. El tren posterior presen­

taba parálisis total y no perdian el apetito ya que cuando el alimento y -

el agua se ponían a su alcance, éstos comian y beoian. Los animales que m.!:!. 

rieron dentro de dias críticos (6,?,8 y 9), se dieron como muertos porra 

bis y los que salían de éste rango critico se les extrajo el cerebro para­

ser analizados por inmune fluorescencia, siendo en el 100% negativos ara­

bia. Otros animales, con los mismos signos fuerQn enviados al Decto. oe -­

Fisiopatología del, I.N.I.F.A.P. para su estuoio y su posible diagnóstico. 

En la necropsia se buscó Hymenolepis nana, que no se encontró. El Depto. -

de Bioterio estaba por cambiar la cepa de los ratones NIH,(con la cual se 

tuvieron estos _problemas) a la capa CO-I. Los tiempos restantes se traba­

jaron en la misma forma pero con la cepa nueva CD-I. El problema se solu-­

cionó y por ésto se decidió repetir los tiempos donde se presentó el pro-­

blema de animales muertos, pero negativos a rabia. 

Los tiempos de 30 y 40 dias fueron repetidos, ya que en la primera 

ocasión el titulo del CVS fué de 10-6• 1, con lo cuál los resultados_esta-­

ban dudosos. Como se contaba con vacuna y animales suficientes, se decidió 

correr estos tiempos con los que faltaban para tener más confianza en los­

datos arrojados. Podrá notarse que los indices de protección obtenidos en­

las dos pruebas a 30 y 40 dias son similares, por lo que ésto carece indi­

car que el título de CVS no es demasiado importante para la conducción de-· 

ésta prueba, siempre y cuando haya suficiente virus CVS para desafiar a 

los ratones. 

Uno de los Índices de protección a cero horas no se tomó en cuenta 
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por las razones antes anotadas.· 

Podemos observar que el Índice de protección a 10 días es el más alto 

observado y la primera vez que se cuantificó el indice de protección a 

loa 20 días no se tomó en cuenta debido a que el titulo del CVS era muy b,! 

jo. Debido a ésto, la vacuna parecía no cumplir con los requisitos mínimos 

de protección. Se procedió a repetir la titulación de las muestras en este 

tiempo de incubación, dando un resultado que consideramos de mayor confia­

bilidad, por ser más cercano a las observados a loa 10 y a los 30 días. 

En loa tiempos da 30 y 40 d1es podemos observar que no hay mucha va-­

riación en loa resultados arrojados en las das titulaciones efectuadas en­

cada periodo. Por la tanto se procedió a sacar una media del Índice de pr_g_ 

tección y otra de la DLSO contra las que protegió (ver cuadro 7 de result,! 

dos). Los tiempos de 30 y 40 días respectivamente dieron un resultado de -

mayor grada de confiabilidad par haberse obtenida indices de protección s.!, 

milares en cada caso y además cumple can loa requisitos minimos de protec­

ción en cada ocasión. 

En los tiempos de 60 y 90 d{aa podemos observar que la vacuna todavía 

confiere un grada de protección adecuado, que decae abruptamente a los 110 

dias no pasando las requisitas mínimas de protección establecidos para !a­

prueba. 
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RESULTADOS 

Tie~o Desafio Indices de protección DL50 contra las que protegi6 

O horas 

O horas 28-X-85 10-3.12 1318 

10 d!as 24-VI-85 10-4.92 83,000 

20 d!as 11-XI-85 (•10-0.625) 

20 días 6-I-86 10-4.54 35, 160 

30 d!as 9-IX-85 10-4.03 
X= 10-4.165 

10,800 
X= 15,540 

30 días 6-I-86 10-4.30 20,280 

40 d!as 9-IX-85 10-4. 82 
X= 10-4.375 

66,000 
X= 37,345 

40 d!as 6-I-86 10-3.93 B,690 

60 d!as 6-I-86 10-4.32 20,890 

90 d!aa 6-I-86 10-4.12 13,210 

110 d!aa 6-I-86 10-ci.52 3.342 (&) 

• No se tomaron en cuenta. 

Para satisfacer los requiaitos minimos el grado de protecci6n debe ser 

1,000 DL 50. 

(&) No pasa los requisitos mínimos. 
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D I s e u s I o N 

Las pruebas de capacidad inmunizente de las vacunas solo pueden hace!. 

se directamente en animales, ya sea de laboratorio ó en los animales a que 

se destina un biológico. En el caso de la vacuna antirrábica inactivada -­

con Beta propiolactona, la prueba de potencia de Habel (20) es una de las 

formas de evaluar la potencia con~erida por la misma,pero está sujeta a n.!:!. 

merosas variaciones. Una de les fuentes de variación en la prueba está da­

da por la cepa de desafio, que con frecuencia es afectada por contaminan-­

tes en el material de vidriería, etc. a pesar de les precauciones que se -

tomen a este respecto. La baja incontrolada del CVS causó que dos pruebas 

no fueron de utilidad en esta estudio, por lo que fué necesario repetirles. 

Loa Índices de protección conferidos por la vacuna, después de ser -­

inactivade e diferentes tiempos, no muestra diferencias importantes a lo -

largo de los 90 d!aa del estudio, aún cuando se observa una clara tende~-­

cia a le baja. La caída abrupta de la antigenicidad a los 110 días, paree~ 

ría indicar la conclusión de un proceso que venía sucediendo en forma par­

cial y que se manifiesta daspuás de los 9D días. 

Existen dos tipos da ep!topo en las superficie de un ant!geno: a) ep.!, 

topo conformacional y b) ep!topo secuencial, le desnaturalización térmica 

de los antígenos virales, principalmente glucoproteinas, causan la pérdida 

del primer tipo de epltopo el perderse la estructura tridimencional de las 

mismas. Este es un proceso gradual a 37gc. aún cuando se acelera rápidame!!_ 

te a mayor temperatura. El epítopo secuencial, codificado por la secuencia 

de aminoácidos, es más resistente ·a la destructureción y requiere de rupt.!:!. 

rea de ligaduras covelentes, poco frecuentes e estas temperaturas, o bien 

por obliteración qu!mica de. la• sitios de interés. El Único fen6meno que -

actúa en estas condiciones es el da Browing, que se presenta en soluciones 

de proteínas (19). Cuando afecte a las proteínas virales es de un efecto -

muy marcado sobre la antigenicidad u otra actividad de interés. La ca!da -

abrupta de la antigenicidad viral a los 110 días sugiere la posibilidad de 

une enzima presente (RNAsa, Peptidese, etc.), que estuviera latente y que­

cuando se active actúa en forma catalizedora,como es el caso del sistema -

tripslnogeno-tripafne en el intestino. Una vez activada la enzima,ésta -­

transforme mayor cantidad de la misma, ocurriendo la destrucci6n rápida 

del antígeno. El motiva de éste tésis, fué solo hacer estudios sobre el t!, 
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pode cambio ocurrido en la vacuna durante su prolongada incubaci6n, no em~ 

pleando inhibidores de enzimas. No es posible distinguir entre las diversas 

posibilidades planteadas u otras sugeridas por otros autores, (19). 

Lo Único que resulta claro es que si bien es dificil destruir con tem­

peratura a 370C. la antigenicidad de la vacuna, los imponderables señalados 

arriba hacen que cada lote sea diferente en su resistencia a la temperatura 

y lo mejor es mantenerlos en las condiciones señaladas por el laboratorio -

productor. Por otra parte el propósito de desarrollar una vacuna inactivada, 

es para las zonas poco accesibles de México, en donde no es siempre posible 

mantener la temperatura adecuada, ofreciendo una mayor resistencia a los 

cambios de temperatura. 

Probablemente su gran utilidad va a ser en campañas masivas de vacuna­

ci6n, donde es manejado en forma deficiente cualquier tipo de biol6gico, 

por no contar con las condiciones m1nimas para obtener una buena protección 

en los animales susceptibles. 
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~ O N C t U S I O N E S • 

1.- Con el trabajo realizado, podemos afirmar que al aplicar la vacu­

na antirrábica Cepa V-319/Acatlán inactivada con Beta propiolactona, en z.2, 

nas tropicales y subtropicales se tendrla mayor estabilidad con éste bioló 

gico, redundando en una mejor inmunidad por su mayor resistencia a temper.! 

turas. 

2.- Una vacuna debe ser manejada a una temperatura de 4CC. que es la­

temperatura óptima en que deben ser mantenidos todos los biológicos. El h! 

cho de que la vacuna haya retenido su indice de protección, a 3?CC hasta -

por 90 días, no implica que pueda manejarse sin refrigeración, sino que en 

caso de una interrupción de la cadena fria desde el productor hasta el 

usuario, éste tenga una mayor seguridad de estar aplicando todavía un bio­

lógico en buen estado. 

3.- Una recomendación importante de la vacuna antirrábica Cepa V-319/ 

Acatlán inactivada con Beta propiolactona, es que durante la conducción de 

este trabajo fué mantenida alejada de la irradiación solar directa, ya que 

la vacuna se mantuvo a 37CC en una incubadora bacteriológica. Por lo tanto 

este biológico debe ser manejado a la sombra, ya que si se expone a la luz 

solar, la capacidad inmunizante puede sufrir un deterioro mas rápido. 
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