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1
RESUMEN

MELGAREJO BANOS, ENRIQUE. Establecer el tiempo de caducidad de la vacuna
Antirrébica V-319/Acatlén Inactivada con Beta Propiolactona manteniendo-
la a 379C sin irraediacion solar, para establecer las condiciones de mang

jo de este bioldgico.

Bajo la direccidn de: M.V.Z.,M.5.,Ph.D. Eliseo -Hernéndez Baumgarten.

Se estudid el lote experimental piloto #1, de la vacuna antirrébica
Cepa V-319/Acatlan Inactivada con Beta propiolactona, elaborada en el -
Depto. de Biotepnulogia en Salud Animal del I.N.I.F.A.P., con el aobjeto
de establecer el tiempo de ceducidad manteniéndola a 379C. sin irradia--

cidn solar.

Del lote experimental piloto #1, se procedid a hacer en forma esté-
ril alicuotas de 40 ml, mantenidas en cémara fria a 4OC. Estas se saca--
rian para ponerlas en la estufa a 379C a diferentes tiempos segin lo in-

dicarén los cuadros de ineculacidn.

La titulacidn de ls vacuna se hizo mediante la técnics de Habel,dan
do como resultado que la vacuna antirrédbica Cepa V-319/Acatlén Inactiva-
de con Beta propiolactona mantenida a 379C sin irradiacién solar por 90-

dias, todavia confiere una buena inmunidad.



INTRODUCCION

La rabia se conoce desde hace muchos aflos, tanto en Europa como en -
Asia, en donde los animales salvajes han sido el reservorio principal de
la enfermedad (II). Aristdteles describe la enfermedad en el siglo III. A.
C. y Dembcrito en el siglo V. A.C., en el afio 100 de nuestra era Celso da
una descripcidn detallads de la rabia (2). Fleming en el afie 900 de nues-
tra era narra la invesién de Lyon por un oso, el cusl mordid a unes 20 -
personas. De éstas 6 desarrollaron rabis y murieron en los siguientes 27-
dias (2). En 1271 se describe 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 1502 se conoce esta enfermedad
durante la época de la conquista, al observar que los perros traidos por-
los espaficles presentaban rabia (II). En 1881 Pasteur publicd su primer -
informe sobre la rabia en el que dice que el sistema nervioso central y -
especialmente el bulbo raguideo se encuentran involucrados y desempefian -
un papel acfivu en el desarrolle de la enfermedad. Pasteur también repro-
dujo 1ls rabia mediante inyeccienes intracerebrales directes de material -
del sistema nervinso.central, proveniente de enimales rabiosos (2). Pas--

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

Carini en 1911 diegnosticd por primera vez la rabis paralitica bovi-
na en Brasil, cuando encontrd corpisculos de Negri en el tejido cerebral
proveniente de bovinos muertos de una enfermedad paresiante. Estos bovi--
nos estaban en una zona donde existian perros callejeros y vacunacidn an-
tirrébica con estas beses, Carini sospechd que las animales salvajes eran
la causa del brote (2).

Hasta 1921 gracias a lss investigaciones de Haupt y Rehasg se estable
ce claramente la relacién de las mordidas de murciélagos con 1a rabia pa-
ralitica en el ganado vacuno (2), Esta enfermadad causa la muerte de gren
cantidad de animales, afectando ssi la ganaderia de México y de muchos o-
tros paises (3,4,5,8,13,14)

Segin el pais y la zona, 8 la rabia se le conoce con diferentes nom--
bres por ejemplo: "Tollwut" o "Wut" en Alemania, "Le rage" en Francia, "

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

bovino" y "Rabia paresiante", "Hueguera y Rengquera" 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 paises también la
conocen como "Lyssa" (7). As{ la rabia ha representado y representa un prg
blema para la salud pldblica. Muchos investigadores de diversos paises han

dedicado su tiempo al estudio de este padecimiento. Se sabe ahora que la -
rabia es una enfermedad causada por un virus que pertenece a la familia -
Rhabdoviridae, al género de los Lyssavirus. Tiene forma de bala y mide -
aproximadamente 60-80 nandmetros (nm) de ancho por 170-180 nm. de largo y

su acido nucleico estd formado por RNA. Es un virus filtrable destruidoc -
por acido, alcalis, fenol, formalina, cloroformo, luz ultravioleta y pas--

teurizacidn entre otras (4,8,12,18).

La rabia paresiante es transmitida por la mordedura de un murciélago

hematbéfago, siendo el més comin el Desmodus rotundus, que actda como re--

servorio y vector de esta enfermedad. Este es el mds abundante en México -
tanto en ndmero como por su amplia distribucidn gengréfica, que va desde -
el norte hasta el sur de México encontréndose en otros paises de Hispano--
América. E1 Diphylls eceudata es rarc y el Disemus youngui no existe en -
nuestro pais (6,10,16).

Debido 8l problema que la rabia paresiante representa para la ganade-
ria de México, ha sido necesaria la produccién de vacunas que confieran -
una inmunidad especifica y duradera (14). En el mercado existen varias va-
rias vacunas aniircab¥cas Jde virus vivo modificado. Las vacunas que se prg
ducen en cultivee celulares (14) han demastrado tener mayor pureza y anti-
genicidad que lés obtenidas con las mismas cepas de virus,pero propagadas

en embriocnes de polla o en animales de laboratorio (9,15)

La primera vacuna atenuade utilizada pare la prevencién de la enferme
dac fué la vacuna de Pastsur como ya se menciond antes. E1 virus de rabia-
fué adaptado al comejo por pase intracerebral hasta que el peridde de incu
baci6n se establecis en 5 a 6 dias, a esto se le llamd virus fijo. Se sa--
crificaban los conejos en los Gltimos signos de la enfermedad y se recupe-
raba la médula espinal y el encéfalo poniéndolc a secar en jarras de dese-
cacién especiales, a temperatura ambiente y de tal modo que se obtenian mé
dulas de 14 dias de desecadas,de 13 dias,dé 12 dias etc. hasta tener de 1

dia. La virulencia del virus disminuye con més tiempo de desecacibn, en es



ta forma cuando una persona era merdida por un animal sospechoso, se vacu-
naba primero con la vacuna de 1 dias, al siguiente dia con la de 13 dias y

as{ sucesivamente haste llegar hasta la de dos dias (8).

Existen tres tipos de vacunas antirrébicas'ségﬁn el método de elabora
cién: a) Tejido nervicsa, b) vacunas avianizadass, preparadas en embridn de
pollo y c) vacunas preparadas en cultivos celulares (12,17). Las vacunas-
de tejido nervioso sblo existen como vacunas inactivadas, los otros tipos-
de vacunas existen en variededes de virus vivo modificado y de virus inac-
tivado (12,17).

Dentro de las vacunas de virus vivo modificado tenemos la vacuna avia
nizada Flury, LEP (de bajo pasaje 136). Se cultiva en huevos embrionados o
en células de rifibn de hamster (8). Actualmente se ha prohibido su uso por
reportes de casos de rabia en varios Estados de la Unidn Americana (8). La
vacuna avianizada Flury HEP, (de sito pasaje, 178 pases) recibe el nombre
de vacuna Flury de alto pasaje por haberse dado un nimero ddicional de pa-
ses en embrién de pollo con lo cual la atenuacioh del virus es tal, que sf
lo mata ratones lactantes por vis intracerebral y se recomienda para espe-
cies altamente susceptibles como bovings y gatos. Estas vacunas fueron de-
sarrolladas por Koprowski y Cox (1948) (2,8). La cepa Kelev (con mas de -
100 peses). Cultivada en husvos embrionadas y utilizeda en perros y bovi--
nos. La cepa Kissling de alto pasaje, cultivada en células de hamster para
‘'vacunar perros. La cepa KWA (90 a 100 pases a 320C) producida en cultivos
celulares de rifién de hamster y utilizada para todas las especies domésti-
cas (8,2). La vacuna cepa ERA es de virus vivo atenuado producida en culti
vos celulares y fué desarrollada en Canadd (Abelseth, 1964). Esta fué la -
primera vacuna antirrébice que se autorizd en los Estaedos Unidos de Amérﬁ
ca para ser usada eh todas las especies de snimales domésticos,proporcio--
nendo une inmunided de cuendo menos tres afios en perros y ganado vacuno (2
). Las vacunas de cultivos celulares han venido a substituir a las vacunas

de tejido cerebral, principalmente por gren capacidad antigénica e inocui-
dad.

Entre las vacunas inactivadas, mencionaremos las siguientes: La vacu-
na tipo Fermi (1908) que se inactiva con fenol durante 24 horse a 220C.:La
vacuna Umeno (1916) inactivada también con fenol: y la vacuna Kelser (1925)

inactivada con cloroformo (8). Le vacuna tipo Semple se prepara inactivan-



do 8l virus con 1.15% de fenol, y ha sido utilizada en personas previamenté
expuestas con aplicacidn de dosis miltiples (8). Otro ejemplo es la vacuna-
Alurabiffa que fué desarrollada por el Instituto Mérieux en Francia, la ---
cuél es elaborada en una linea celular de embrién de hamster, (NIL-II) y se
presenta en forma liofilizada sin adyuvante, & en forma 1iquida con varios-
tipos de adyuvantes como de tipo oleoso, hidréxido de aluminio o bien sapo-
ninas, demostrando estabilided antigénica en presencia de estos compuestos(
14). Otra de estas vacunas es la vecuna antirrébica cepa V-319/Acatlan que
ya es usada en todo México como vacuna de virus modificado preparada en cul
tivos celulares, en linea 135 CL7, (ésta es una clona de la linea BHK-21).(
16), ahora se estéd desarrollande una vacuna inactivade a partir de esta mis

ma cepa, utilizando le Beta propiolactena como inactivante.

Acerca de este bioldgico se tienen datos valiosos, resultado de traba-
jos anteriores. El virus fu@ aislado a partir de un vampiro macho con una -
infeccién generalizada de rabie capturado en San Vicente Oaxacs (6). Se pro
cedid a infectar monoestratos de cultives celulares de vampiro, como el ti-

tulo del virus obtenido en éstas clulas era muy bajo (10%+6

); se empezd a

trabajar con la linea BHK-21, obteniéndose titulos mds altos hasta lograr -
un titulo méximo de 109 UFP (6). Se sabe que la vacuna de virus vivo confie
re una proteccidn de 3 afios (6); que la duracidn de la viabilidad de éste -
biolégico después de reconstituido es de 15.5 horas en condiciones Gptimas(
4AC) y de 4.5 horas si es expuesta a una temperatura de 28QC. (17). La inac
tivacién con Beta propiolactona hace cambiar las propiedades de la vacuna -
de tal manera que es necesario repetir las pruebas que se han hecho antes.-
El presente trabajo servird como una contribucién al estudio de este nuevo

producto, y en &1 se tratard de establecer la caducidad del mismo para faci
litar las condiciones de manejo y las precauciones gque con &1 deban tener,-
dado que es necesario conocer la duracidn de la antigenicided de 1a vacuna-

cuando se interrumpe la cadena fria necesaris para su conservacidn adecuada.
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" Establecer el tiempo de caducidad de la vacuna antirrébice V-319/Aca
tlén, inactivada con Bets-propielactona, manteniendola a 379C sin irradia
cidn solar, para establecer las condiciones de manejo de este bioldgico.-
El propdsito de hacer un producto inactivado es que podria ser transporta
do a lugares poco accesibles, baséndose en que las vacunas inactivadas --
mantienen su capacided antigénica por un perifdo més prolongado que las -

vacunas de virus vivo, a temperaturas variaebles.



MATERIAL

1. Material biolégico.

1.1.

1.2

1.3.

T4

Ratones blencos cepa CD-1 de 5 semanas de edad, estos animales fue

ran proporcionados por el departamento del Bioterio del INIFAP.

Vacuna antirrédbica V-319/Acatlén inactivada con Beta propiolactana,
elaborada por el Depto.de Biotecnologia en Salud Animal del INIFAP,

Y perteneciente al lote piloto #1 con un titulo antes de inactivar
de 107 7* 7

CvS (Chellenge virus standard) elaborado en el Depto. de Epizootig
logia del INIFAP.

Suero de ternera.- El suero se separd del coadgulo, fué centrifuga-
do 2 veces a 3,000 rpm. durante 20 minutos en cada centrifugacidn,
y se esterilizd por filtracidn con filtros millipore con presién -
positiva, fué envasado en vol(menes de 400 ml y congelado a una --
temperatura de -209C. Al descongelarse fué inactivado en bafic ma--

ria a 560C. durante 30 minutos y se coneervé en refrigeracién a -
4Lec.



2.MATERIAL FISICGO

2.1.~ Jaulas para ratones con- bebederas.

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

2.3.- Agujas del #27 de 1.25 cm de largo

2.4.- Cémara fria a 40C.

2.5.- Estufa bacterioldgico ajusteda a 379C.(incubadora convertida a
estufa bacteriolégica).

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

2.7.- Frascos de 27 ml.

2.8.- Guantes latex

2.9.- Tubo de ensaye

2.10. Gradillas

2.11. Algodén

2.12. Gasas

2.13. Bafia de hielo

2.1, Centrifuga

2.15. Campana de flujo laminar con flujo horizental

2.16. Engargoladora para retapas de 25 mm de didmetro

2.17. Pinzes de diseccién

2.18. Congelador a -209C.

2.19. Congelador a -708C,
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METODOS

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

la que brevemente consiste er lo siguiente:

Se deben emplear ratones blancos cepa CD-1 de 4 a 6 semanas de edad y

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

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

Para la inmunizacioh de los ratones, se administra a sesenta ratones-
0.25 ml de una vacuna diluida que contenga 0.5% del peso del cerebro fres-
co. Las inoculacicnes se hacen por via intraperitoneal los lunes, miérco--
les y viernes durante dos semanas consecutivas (un total de seis dbsis). -
Antes de comenzar se separan treinta ratones para emplearlos como testigos

en el momento de aplicar el reinfectante (desafio).

Catorce dias después des la primera désis de vacuna se hace una prueba

de confrontacién. En @ste momento se deshielan dos ampolletas del virus fi
1

jo estdnderu usado como reinfectante, y se hace una suspensidn de 10"
Luego se preparan diluciones degimales, desde 10-1hasta 10-7, empleando co
mo diluyente suero de caballo o conejo, al 2%, en agua destilada. Durante.
la ejecucidn de la prueba conviene mantener las diluciones del virus usado
para la canfrontacidn en un bafio de agua helada, @ fin de evitar reduc----
ciones en el titulo del virus.

El reinfectante se aplica a grupos de 10 ratones vacunados, inyectan-
dole intracerebralmente 0.03 ml de las diluciones 10-5, 10-6, 10-3, 1072 "
10-1 del virus, en el orden citado. Se puede emplear la misma jeringa y -
aguja para todas las inoculaciones, siempre que antes de llenarla de nuevo

se lave varias veces para usarla en la dilucidn siguiente.

Con una nueva jeringa se inoculan los ratones testigos con las dilu--
ciones 10'7, 10-6, y 107> del virus para determinar cudl de las diluciones
representa una DLSO. Si el virus de control estd completamente activo, es-
tas tres diluciones dejaran generalmente un nimero de sobrevivientes que -
oscilaré del 100% a menos del 50%. La irregularidad en la distribucitn de
las muertes, durante el empleo de las tres diluciones, debe considerarse -

sospechosa. Para que la prueba de potencia sea vélida, el S0% del limite -
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de las muertes por rabia, en log ratones testigos, debe ser superior a la-
5

dilucioh 10°°.
Todos los ratones se observean 14 dias: sdlo las muertes que ocurran -
después del quinto dia se deben atribuir e la rabia. La observacién ha de
ser disria y se deben anotar los sintomas observados. Los ratones que so--
breviven después de 14 dias, pero que presentan sintomas de rabia, se de--
ben considerar como muertos por rabia para los efectos del céalculo de la -

potencia de la vacuna.

Para la determinaciof del grado de proteccién, el limite del 50% de -

la mortalided por rabia se determina por el método de Reed y Muench. Con--

siste éste 1imite en la diluciof que, aplicella a los ratones vacunados y a
los testigos, debe de causar la muerte por rabia del 50%, segiin los resul-
tados obtenidos en las pruebas efectuadas con las diluciones. Restando el-
logaritmo del limite de los testigos, del correspondiente a los vacunados,
se obtiene Pacilmente el logaritmo del nimero DLS0 de proteccién. Para sa-

tisfacer los requisitos minimos, éste debe ser log. 3 & 1.000 DL5O.

Se utilizaron ratones blancos de 21 diss de edsd de la cepa CD-1, pro
porcionados por el Depto. del Bioteric del I.N.I.F.A.P., cada lote de 100
ratones fué dividido en 10 cajas con 10 ratones cada una, y permanecieron-
dos semanas en el cuarto de ratones como periocdo de adaeptacién (y fueron -
vacunados a las 5 semanas de edad como menciona la técnica de Habel),éste
cuarto se manfuvo a una temperatura de 18 a 259C. durante todo el experi--

-’
mento.

Del lote experimental piloto #1, de la vacuna antirrabica cepa V-319/
Acatlén inactivada gon Beta propiclactona, se procedid a hacer en forma es
téril alicuotas de 40 ml mantenidas en cémera fria a 4OC. Posteriormente -
se sacaron de ésta para panerlos en la estufa a 370C., a'diferentes tiem--
pos segin lo indica el calendario de inoculacién, snotado en los cuadros -
1,2,3,4,5y 6.

El calenderio anotado en los cuedros 1 al 6 es un tanto complicado pe
ro tuvo la funcidn de retirer la alicuota de vecuna en la fecha en que se
aplicaria, con la finalidad de evitar conservarla en el laboratorioc a 4OC.
hasta la fecha de su aplicacidn. También se tuvo el cuidado de que en un -

determinado grupa de ratones coincidiera la fecha del desafioc a fin de ha-
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cer éste simulténeamente y asi-manejar el CVS el menor nimero de veces po-
sible.

TIEMPO CERO HORAS

Cuadro 1 de inoculacién.

Tiempo Dia de inoculacidn Inoculacién Desafio
0 horas 25-111-85 1a. 7-1v-85
0 horas 27-111-85 2a. 7-1v-85
0 horas 29-111-85 3a. 7-1V-85
0 horas 1-1v-85 (- 7-1v-85
0 horas 3-IvV-85 5a. 7-1v-85
0 hagras 5-1v-85 6a. 7-1v-85

TIEMPO CERG HORAS

Cuedro 2 de inoculacién.

Tiempo Dia de inoculacién Inoculacién Desafio
0 horas 14-X-85 1a. 28-X-85
0 horas 16-X-85 2a. 28-X-85
0 horas 18-X-85 3a. 28-X-85
0 horas 21-X-85 ba. 28-X-85
0 horas 23-X-85 Sa. 28-x-85
0 horas 25-X-85 6a. 28-X-85

TIEMPO 10 DIAS

Cuadro 3 de inoculacidn.

Tiempo Paoner vial 370C. Dia de inoculacidén Inoculacién Desafio

10 dies 31-v-85 10-v1-85 1a. 24-VI-85
10 dias 2-VI-85 12-v1-85 2a. 2L-vI-85
10 dias L-vI-85 14 -VI-85 3a. 24-y1-85
10 dias 7-VI-85 17-VI-85 ba. 24-vI-85
10 dias 9-VI1-85 19-vI1-85 Se. 24-VI-85

10 dias 11-v1-85 21-VI-85 6a. 24-VI-85
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TIEMPO 20 HORAS

Cuadro &4 de inoculacidn.

Tiempo Poner vial 379C. Dis de inoculucibn

20 dias 8-X-85 28-X-85
20 dias 10-X-85 30-X-85
20 dias 12-X-85 1-XI-85
20 dias 15-X-85 L-XI-85
20 dies 17-X1-85 6-XI-85
20 dias 19-X-85 8-XI1-85

Cuadre 5 de inoculacién.

Tiempao Poner vial 379C. Dia de inoculacidn
30 dias 27-VI1I-85 26-VIII-85

30 dias 29-VII-85 28-VIII-85

30 dias 31-VII-85 30-vIII-85

30 dias 3-VIII-85 2-IX-85

30 dias 5-VIII-85 L-IX-85

30 dias 7-VIII-85 6-IX-85

Tiempo Poner vial 379C. Dia de inoculacipon
40 dias 17-V1I-85 26-VIII-B85
40 dias 19-VII-85 28-VIII-B85
40 dias 21-VII-85 30-vIII-85
40 dias 2b-VIf;85 2-I%X-85

40 dias 26-VII-B85 L-IX-85

40 diss 28-VII-85 6-IX-85

Inoculacibn

1a.
2a.
3a.
Aa.
5a.
6a.

Inoculacidn

1a.
2a.
3a.
ba.
5a.
6a.

Inoculacian

1a.
2a.
3a.
La.
Sa.
6a.

Desafio

11-X1-85
11-XI1-85
11-XI1-85
11-X1-85
11-X1-85
11-XI-85

Desafio

9-IX-85
9-IX-85
9-IX-85
9-1x-85
9-IX-85
9-IX-85

Desafio

9-IX-85
9-1X-85
9-1X-85
9-IX-85
9-IX-85
9-1X-85



Cuadro 6 de inoculacién.

Tiempo

20
20
20
20
20
20

30
30
30
30
30
30

40
L0
40
40
40
40

60
60
60
60
60
60

dias
dias
dias
dias
dias
dias

dias
dias
dias
dias
dias
dias

dias
dias
dias
dias
dias

dias

dias
dias
dias
dias
dias
dias

Poner vial 379C.

3-X11-85
5-X11-85
7-X11-85
10-XI1I-85
12-XI1I-85
14-XI11-85

23-X1-85
25-XI1-85
27-X1-85
30-XI-85
2-XI11-85
L-XII-85

13-X1-85
15-X1-85
17-X1-85
20-XI-85
22-X1-85
24-X1-85

24-X-85
26-X-85
28-X-85
1-XI-85
3-XI-85
5-XI1-85

13

de inocqlacién

23-X11-85
25-X11-85
27-X11-85
30-XII-85
1-1-86
3-1-86

23-X1I-85
25-X11-85
27-X11-85
30-XII1-85
1-1-86
3-1-86

23-XI11-85
25-XI11-85
27-X11-85
30-XI1-85
1-1-86
3-1-86

23-X11-85
25-X11-85

- 27-X11-85

30-XII-85
1-1-86
3-1-86

Inaculacién

1a.
2a.
3a.
ba.
5a.
6a.

1a.
23.
3a.
ba.
Sa.

Sa.

1a.
2a.
3a.
La.
S5a.
6a.

1a.
2a.
3a.
ba.
Sa.

6a.

Desafio

6-1-86
6-1-86
6-1-86
6-1-86
6-1-86
6-1-86

6-1-86
6-1-86
6-1-86
6-1-86
6-1-86
6-1-86

6-1-86
6-I-86
6-1-86
6-1-86
6-1-86
6-1-86

6-1-86
6-1-86
6-I-86
6-1-86
6-1-86
6-I-86



Cuadro 6 de inoculacidn.

tiempo

90 dias
90 dias
90 dias
90 dias
90 dias
90 dias

110 dias
110 dias
110 dias
110 dias
110 dias
110 dias

Poner vial 379C,

24-IX-85

26-1X-86

28-1X-85
1-Xx-85
3-X-85
5-X-85

4-IX-85
6-I1X-85
8-Ix-85
11-1X-85
13-1X-85
15-1X-85

1%

Dia de inoculacioh

23-XI1I-85
25-XI1-85
27-X11-85
30-XII-85
1-1-86
3-1-86

23-X11-85
25-X11-85
27-X11-85
30-XII-85
1-1-86
3-1-86

Inoculacidn

1a.
2a.
3a.
La.
5a.
6a.

18.
28.
3a.
4a.
5a.

6a.

Desafio

6-1-86
6-1-86
6-1-86
6-I-86
6-1-86
6-I1-86

6-1-86
6-1-86
6-I-86
6-1-86
6-1-86
6-1-86

En el cuadro 6 podemos observar varios tiempos,que tienen la misma
fecha de desafio.



15

RESULTAD OS

En los cuadras 1y 2 que corresponden al tiempo de ceroc horas, se no-
ta que no hay fecha de poner vial & 378C, porque en éste tiempo el vial se

saca directamente de la cémara fria, para la inoculacidn de los ratones.

Este tiempo se repitid ya que los resultados en la primera ocasiGn,no
revelaban datos confiables porque los ratones presentaron una enfermedad -
diferente a rabia. Esto se comprobd por la técnica de Inmuno fluorescencia.
Se notd gue algunos ratones mostraban pardlisis o torpeza en sus movimien-
tos desde el segundo dia post-inoculacién, siguiendo en éste estado por va
rios dias. Los animales con estos signos presentaban el pelo liso y bri---
llante, emaciacién marcada, los miembros anteriores perdian su posicién --
normal asemejando a las aletas de los pingliinos. E1l tren posterior presen-
taba parélisis total y no perdian el apetito ya que cuando el alimento y -
el agua se ponian a su alecance, éstos comian y bepian. Los animales que mu
rieron dentro de dias criticos (6,7,8 y 9), se dieron como muertos por ra
bia y los que salian de éste rango critico se les extrajo el cerebro para-
ser analizados por inmuno fluorescencia, siendo en el 100% negativos a ra-
bia. Otros animales, con los mismos signos fueran enviados al Depto. oe --
Fisiopatologia del, I.N.I.F.A.P. para su estudio y su posible diagndstico.
En la necropsia se buscd Hymenolepis nana, gque no se encontrd. E1l Depto. -
de Bioterio estaba por cambiar la cepa de laos ratones NIH,(con la cusal se
tuvieron estos problemas) a 1a cepa CD-I. Los tiempos restantes se traba-
Jjaron en 1a misma forma pero con la cepa nueva CD-I. El problema se solu--
ciond y por ésto se decidié repetir los tiempos donde se presentd el pro--

blema de animales muertos, pero negativos a rabia.

Los tiempos de 30 y 40 dias fueron repetidos, ya que en la primera -
ocasidn el titulo del CVS fué de 10-6'1, con lo cudl los resultados esta--
ban dudosos. Como se contaba con vecuna y animales suficientes, se decidid
correr estos tiempos con los que felteban para tener mas confianza en los-
datos arrojados. Podréd notarse que los indices de proteccidn obtenidos en-
las dos pruebas a 30 y 40 dias son similares, por lo que ésto parece indi-
car que el titulo de CVUS no es demasiado importante para la conduccibn de-
ésta prueba, siempre y cuando haya suficiente virus CVUS pare desafiar a -
los ratones.

Uno de los indices de proteccidn a cero horas no se tomd en cuenta -
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por las razones antes anotadas. °

Podemos observar gue el indice de proteccién a 10 dias es el mis alto
observado y la primera vez que se cuantificd el indice de proteccifn a -
los 20 dias no se tomd en cuenta debido a que el titulo del CUS era muy ba
jo. Debido a ésto, la vacuna parecia no cumplir con los requisitos minimos
de proteccidn. Se procedid a repetir la titulacién de las muestras en este
tiempo de incubacidén, dando un resultado que consideramos de mayor confia-

bilidad, por ser mis cercano a los observados a los 10 y a los 30 dias.

En los tiempos de 30 y 40 dias podemos observar que no hay mucha va--
riacién en los resultados arrojados en las dos titulaciones efectuadas en-
cada periodo. Por lo tanto se procedid a sacar una media del indice de prg
teccibn y otre de la DL50 contra las gue protegié (ver cuadro 7 de resulta
dos). Los tiempos de 30 y 40 dias respectivamente dieron un resultado de -
mayor grado de confiabilidad por haberse obtenide indices de proteccidn si
milares en cada caso y ademds cumple con los requisitos minimos de protec-

cién en cade ocasién.

En los tiempos de 60 y 90 dias podemos observar que la vacuna todavia
confiere un grado de proteccidn adecuado, que decae abruptamente a los 110
dias no pasando los requisitos minimos de proteccitn establecidos para la-

prueba.
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RESULTADOS

Cuadro 7.

Tiempo Desaf{o Indices de proteccién DLS50 contra las que protegid

0 horas  B-IV-85 (*107%) (100,000)
0 horas  28-X-85 1g~3-12 1318
10 dias  24-VI-85 107492 83,000
20 dias 11-XI-85 (°1n'°‘525)
20 dias 6-1-86 10745 35, 160
30 dias 9-IX-85 1703 uorgs 10,800
x= 10" X= 15,540
30 dias 6-1-86 1g™4+30 20,280
40 dias 9-1x-85 107482 4395 66,000
X=10""" X= 37,345
40 dias 6-1-86 107393 8,690
60 dias 6-1-86 107432 20,890
90 dfas 6-1-86 107412 13,210 '
110 dfes  6-I-86 1070-52 3.342 (8)

* No se tamaron en cuenta.

Para satisfacer los requisitos minimos el grado de proteccifn debe ser
1,000 DL S50.

(8) No pasa los requisitos minimaos.
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DISCUSION

Las pruebas de capacidad inmunizaente de las vacunas solo pueden hacer
se directamente en animales, ya sea de laboratorio & en los animales a que
se destina un biolégico. En el ceso de la vacuna antirrébica inactivada --
con Beta propiolactona, la prueba de potencia de Habel (20) es una de las
formas de evaluar la potencla cnnferida por la misma,pero estd sujeta a nu
merosas variaciones. Una de laes fuentes de variacién en la prueba estd da-
da por la cepa de desafin, que con frecuencia es afectada por contaminen--
tes en el material de vidrier{a, etc. a pesar de les precauciones que sé -
tomen a este respecto. La baja incontrolada del CVS causd que dos pruebas

no fueron de utilidad en este estudio, por lo que fué necessrio repetirlas.

Los indices de proteccidn conferidos por la vacuna, después de ser --
inactivada a diferentes tiempos, no muestra diferencias importantes a lo -
largo de los 90 dias del estudio, aln cuando se observa una clare tenden--
cia a la baja. La caida abrupta de la antigenicidad a los 110 dias, parece
ria indicar la conclusibn de un proceso que venia sucediendo en forma par-

cial y que se manifiesta despud@s de los 90 dias.

Existen dos tipos de spitopo. en las superficie de un antigeno: a) egi
topo conformacional y b) epitopo secuencial, la desnaturalizacibn térmica
de los antigenos virales, principalmente glucoproteinas, causan la pérdida
del primer tipo de epitopo al perderse la estructura tridimencional de las
mismas. Este es un proceso gradual a 379C. aiin cuando se acelera répidamen
te a mayor temperatura. E1 epitopo secuencial, codificado por la secuencia
de aminoAcidos, es mis resistente @ la destructurscién y requiere de rupty
ras de ligaduras covalentes, peco frecuentes a estas tempersturas, o bien
por obliteracian quimica de. les sitios de interés. El Gnico fenémeno que -
actba en estas condiciones es el de Browing, que se presenta en snluciones
de proteinas (19). Cuando afecta a las proteinas virales es de un efecto -
muy marcado scbre la antigenicidad u otre actividad de interés. La caide -
abrupta de la antigenicidad viral a los 110 dias sugiere la posibilidad de
una enzima presente (RNAsa, Peptidasa, etc.), gue estuviera latente y que-
cuando se activa actla en forma cetalizadora,como es el caso del sistema -
tripsinogeno-tripsina en el intestino. Una vez activada la enzima,ésta --
transforma mayor cantidad de la misma} ocurriendo la destruccién répida -

del antigeno. E1 motivo de &sta tésis, fué solo hacer estudios sobre el ti
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po de cambio ocurrido en la vacuna durante su prolongada incubacién, no em=
pleando inhibidores de enzimas. No es posible distinguir entre las diversas

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

Lo dnico que resulta claro es que si bien es dificil destruir con tem-
peratura a 379C. la antigenicidad de la vacuna, los imponderables sefialados
arriba hacen que cada lote sea diferente en su resistencia a la temperatura
y lo mejor es mantenerlos en las condiciones sefialadas por el laboratorio -
productor. Por otra parte el propdsitoc 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 campafias masivas de vacuna-
cidn, donde es manejado en forma deficiente cualquier tipo de biolégico, -
por no contar con las condiciones minimas para obtener una buena proteccidn

en los animales susceptibles.
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€CONCELEUSIONES.

1.- Con el trabajo realizado, podemos afirmar que al aplicar la vacu-
na antirrdbica Cepa V-315/Acatlén inactivada con Beta propioclactona, en zg
nas tropicales y subtropicales se tendria mayor estabilidad con éste biolg
gico, redundando en una mejor inmunidad por su mayor resistencia a tempera

turas.

2.- Una vacuna debe ser manejada a una temperatura de 49C. que es la-
temperatura Gptima en que deben ser mantenidos todos los bioldgicos. E1 he
cho de que la vacuna haya retenido su indice de proteccibn, a 379C hasta -
por 90 dias, no implica gue pueda manejarse sin refrigeracidn, sino que en
caso de una interrupcién de la cadena fria desde el productor hasta el -
usuario, éste tenga una mayor seguridad de estar splicando todavia un bio-

ldgico en buen estado.

3.- Una recomendacién impnrtante de la vacuna antirrébica Cepa V-319/
Acatlén inactivada con Beta propiolactona, es que durante la conduccidn de
este trabajo fué mantenida alejada de 18 irradiacidn solar directa, ya gue
la vacuna se mantuvo a 379C en una incubadora bacteriolfgica. Por lo tanto
este biolégico debe ser manejado a la sombra, ya que si se expone a la luz

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