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RESUMEN. -

Se estudiaron 16 lotes comerciales de la vacuna contra el

Derriengue V-319/Acatléin eclaborados en el I.N.I.P, - - -

S.A.R.H.; con el objeto de encontrar la correlacién cxisten
te entre

Ia titulazidn de virus viable obtenido e¢n ratén

lactante y el que se obtienc en ratén de 21 dfas,

Las pruebas desarrolladas para este trabajo fueron el titu
lar ambos grupos por cl método de Reed and Muench v los 11

mites de confianza al 90% por el wétodo de Pizzi.

Para los métodos estadisticos se perfecraron en tarjetas de
computacién los valores del titulo obtenido en ratdn lac--
tante y cn ratén de 21 dias para su anfilisis; también se -

aplicd 1a prueba "T" para cncontrar la significancia de --

los titulos obtenidos.

Los resultados parecen indicar que con los datos obtenidos,

no es posible predecir el titulo de la vacuna en ratones -

lactantes, con cl obtenido en ratones de 2) dias.



INTRODUCCION

La rabia es una enfermedad infecciosa aguda y casi sin excep-
cifén mortal, que se manifiesta en 10s casos tipicos, por un -
aumento de 1a exitabilidad nerviosa y sintomas paraliticos as
cendentes, y que generalmente se¢ transmite a otros animales -

y al hombre, por la mordedura de un animal cnfermo (19}, El

agente patdgeno es un virus neurotropo (20) pertenecientc a -

la familia Rhabdoviridae, género lyssavirus (16).

El virus no atraviesa la piel integra, requiere de una solu--

cién de continuidad para penetrar, y aunque si atraviesa las

mucosas respiratoria y digestiva, la transmisién aérea no es -

el mecanismo coman (4,14).

En el siglo XIX la Rabia fué confirmada como una enfermedad -

transmitida por la mordedura de animales enfermos al aislarse

el virus de la saliva (25). La infecciosidad de la saliva la

demostrd Zenke 1804, transmitiendo la Rabia de un perro enfer

mo a uno sano, comprobado mis tarde 1813 por Gruner y Salm -

(25). En los herbivoros, lo demostraron Berndat y col. 1822,

y en el hombre, ‘fagendic, por medio dec
(19).

imoculaciones en ratdén
Galtier establecidé en 1879 la contagiosidad de la baba

para los conejos, inoculando la saliva por via cndovenosa (3).




En la prevencién y control de las enfermedades transmisibles -
nocimiento de los vectores de éstas, para un control adecuado
y un mejor entendimiento de 1a epizootiologia de una enferme-
dad. La rabia paralitica o "Derriengue", puede ser transmiti-

da al hombre y a los animales nor medio de la mordedura del -

quiréptero hemat6fago Desmodus rotundus, vector y rescrvorio

de esta enfermedad (11),

En nuestro medio, el Derrienpue Rabia "gralitica , causa da-

fios por millones de pesos cada afo, pues estd ampliamente di-
seminado en toda la zona tropical y subtropical del pafs, ade
mis del riesgo que representa pard los humanos el manejo del -
ganado infectado (10). Es inportante hicer notar que el Pe- -
rriengue ha sepuido cxtendiéndose en nuevas zonas en los nlti
mos afios, y €éste tienc relacidn directa con aue ¢l vampiro se
esta adaptando cada ve:z mis a vivir en mayor altura (2,300 mt,
sobre el nivel del mar) por lo aue en el futuro es nrobable -

que nucvas dreas sean invadidas por este mal (11).

En 1911, Semple y colaboradores reportaron las nrimeras vacu-
nas contra el Derricngue inactivadas con formalina, de las --
que existe escasa informacidn sobrn su eficacia (5). Poste- -

riormente, aparecieron vacunas de virus vivo modificado, comno

cs ¢l caso de las vacunas avianizadas, nroducidas e¢n emhrién -

de polle (17).




Koprowski y colaboradores en 1948, adaptaron la cepa Flury en
embrién de pollo, efectuando 40 a 50 pases, esta cepa fué co-

nocida comoc cepa Flury bajo pasaje (5). Posteriormente en --

1954, el mismo investigador aumentd este pasaje, hasta 142 &

156 pases en embridn de pollo y la cepa ful denominada cepa -

Flury alto pasajec (5).

En 1957, por Camargo y Velazquez fué intreducida en México la

llamada cepa Flury alte pasaje. (13),

En 1965, Baer, Rivera y Mancisidor (0) tuvieron comnocimiento -
de 1a ineficacia de la cepa flury paras detener un brote de De-
rriengue; encontraron que a los 6 mescs de haber sido aplica-
da, no se observaban anticuerpos protectores, siendo necesa-

ria la preparacidn y aplicacién de una autovacuna elaborada

por Mancisidor (21). Otros estudios efectuados por Palacios y

Ortega en 1964 (5); Baer en 1975 (5), Batalla, Arellano y -~
Sureaw en 1971 (7 y 2), demostraron que una sola vacunacidn da
ba proteccidn por seis mescs como miximo, por lo que dosis re-
petidas eran necesarias para reducir la mortalidad. Otro in--
conveniente era la presentacidén de Shock unnfilﬁéfico, hasta -
en un 8% de la poblacién bovina, en el momento de la revacuna
cidén (22). Como resultado de estas investigaciones, en 1971

en México, se recomendd que no sc debia segnir utilizando 1a

cepa Flury (22).




En la actualidad se usan bioldgicos antirribicos elaborados -
en cultivos celulares con diversas cepas de virus; son produc
tos antigénicos, inbcuos y que generan proteccidn durante pe-
riodos largos de tiempo (10); como un cjemplo de &sto, tenemos
la vacuna antirrdbica de origen murciélago vampiro cepa V-319/

Acatlin (8,18,17,22). [sta vacuna se aisld de un vampiro ma--

cho, capturado en San Vicente, Oaxaca, con infeccién generali-
zada. Se procedid o infectar monacstratos de cultivos celula-
res de vampiro, con una suspensidn al 20% de cerebro infectado;

después de 4 pases en células embrionarias de vampiro, se obtu

vo un titulo miximo de 102.0 ULS0 para ratén lactante (12).

Dado que estos titulos eran muy bajos y debido al hecho de que
el virus de la rabia se multiplica mejor en la linea ceiular -
BUK-21, la cepa V-319/Aczatldn adquirié la copacidad de formar
placas en suspensién agarosa, por lo que se procedid a purifi-

car el virus por clonacién, seleccionando una caja de Petri -

que contenia una sola placa.

Ista clona V-319 ¢1-476 alcanzd entonces un titulo de 109.0

ufp/ml. en 3 pascs mis, estabilizindose en cste titulo (12).

lLas caracteristicas de la cepa de virus han obligadc en el pa

sado a efectuar la titulacién de virus viahle en prueba de

placas 6 bien en ratén lactante.




la presente tesié tiene por objeto encontrar la correlacién -
existente entre la titulaci6n de virus viable obtenido en ra-
t6n lactante, y ¢l aue sc ohtiene en ratén de 21 dias, a fin
de voder determinar dentro de ciertos mirgenes de confianza,-

el titulo de virus en ratdn de 21 dias y sabher cuual deherfa -

ser en ratén lactante.

También tienc como objcto corroborar y comparar la efectivi--

dad de la titulacidén c¢n ratones de 21 dfas puara obtener las si

guientes ventajas:

. Son animales de mis fécil mancjo.

. Menor riesgo de canibalismo.

. Una mejor observacién de los sintomas
. Respuesta individual a la inoculacién.
. Evitar el deshechar la titulacidn por rmuerte de 1a madre.
. E1 stress en los ratones lactanten es muchQ n&s severo,
causando en ocasiones la muerte, comu también 1o es en la

madre teniendo que deshechar la camada, mientras que los

ratones de 21 dias se recuperan ficilmente.

Los ratones de 21 dias sc pueden adaptar mis rvipidamente

a las condiciones en que sc encuentre ¢l local, en tanto

que los ratones lactantes necesitan condicicenes ecspecia-

les de temperatura y humedad.

Facilidad en la formacién de grupos mis honogéneos.

'
El inconveniente de tener qye deshiacerse de las repraduc

toras. N
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MATERIAL Y METODOS

Diluyente cmpleado

a).-

b). -

Medio HBK-21 (Gibco)., Este medio es preparade de --

acuerdo con las instrucciones del fabricante. El nfl
al que se ajustd fué de 7.1, utilizando HCL 4.1, Se
esterilizé por filtracidn en {iltros millipove con

presién positiva, envasindosc c¢n vollmenes de 100 mi

en bhotellas estériles y s¢ conservd en refrigeracion
a 4%,

Suero fetal bovino.- Este =¢ adquierce de Flaw Liho-
ratorics,* en volimenes de 100 m1., séle fuf inacti

- . 0. .
vado en baifio maria a 56 C durante 30 minutss v s¢ -

conservd en refrigeracidn a 1°¢.

de Virus

Cepa V-319/Acatlin.- Se adaptd a cultivos cviuiares
mediante 5 pases en células de embridn de vamgpiro;
posteriormente se le dicron 5 pases en células BIfY-
21, tomdndose de Gste Gltimo pase, unpa placa, ia nd

mero 170 para purificar al virus; posterieroente - -

Rockville Md. 20852

h.5.A,




II1.-

se dieron 3 pases mAs en éstas mismas células don-

de alcanzd el virus un titulo de 109 UFp/ml. (12).

Material Biolégico.- Ratones blancos cepa CD-1, lac
tantes y al destete (21 dias), cstos ratones fueron

proporcionados por el Departamento de Bioterio del

I.N.1.P., S.A.R.H.
METODOS.

Se titularon un total de 16 lotes comerciales que fueron

elaborados en el Dlepartamento de Produccidén de Vacunas -

del I.N.I.P., 5.a,R.H.

Para cada lote se utilizaron 36 rateones de destete. Es--

tos 36 ratones se dividieron en grupos de 6 para cada di
Lo . . . 3
lucidn; estas diluciones fueron decimales, de la 10

a -
108

inoculdndose 0.02 ml intracerchralmente pars cada ra
tén, Para los ratones lactantes sce utilizaron 6 camadas
para cada lote, selcccionando hembras con camadas de no -

menos de 6 crias; estos ratones se inocularon por via in

tracerebral con 0.0 ml.

Los lotes sc titularon al mismo tiempo por el Dr. Octavig

Hernindez en el Departamento de Constataciaon del IT.N.1.P.,
S.ALRLH.




Aunque ‘el virus de la rabia rara vez causa signos de la -
enfermedad en ratones dentro de los 5 dfas después de 1n
inoculacidn, se opt6 por verificar diariamente empezando
el dfa de la inoculacién, el ndmero de ratonmes encontra- -
dos normales, enfermos & muertos) se anotaron en una tar-

jeta de historia de la titulacibn, la cuul se conservd --

durante todo el experimento. El periodo de observacién

fué de 21 dfas a partir del dfa de la ineculacién; los ra
tones muertos durante los primeros 5 dias después de la -
inoculacibn se¢ eliminaron repitiéndesc la prucha, por no

considerarse confiables los resultados.,

METODOS ESTADISTICOS

Las dosis letal 501 (DL50) fueron culculadas por el mérodn

de Reed and Muench {24). Los limites de confianza al 90%

de cada titulacidn fueron calculados por cl método de

Pizzi (23).

a).- Graficas de valor lineal ajustado.

Las graficas de valor lineal ajustando cl dato par en
donde l¢ corresponde cn la misma linea vertical, pero

no la misma horizontal.

Para trazar la nesicién de una titrlacidbn como base, sc to

mé cn cuenta la abcisa y la ordenada. A fin de ajustar los



datos a una linea y para trazar la posicib6n de la titula-

cibn al azar se tom6 en consideracién el sitio trazado de
1a titulacidén hase y la coordenada vertical (abcisa). Pu-
ra trazar la otra grifica se invicrten los datos tomandn
la titulacién que se usé anteriormente como base, al azar,
y la que se usé al azar, ahora como base; de igual mancra

se efectub la comparacibn de las demis titulaciones {15},

Todos los valores se pueden leer en las 2 escalas (la ho--

rizontal y la vertical) en tanto que los limites de con. -
fianza sélo se deben lcer en la escala vertical, de este -

modo, cada titulacién tiene anotada cn linea vertical ha-

cia arriba 6 hacia abajo, el valor con el que se le compa-

Tad.

b).- Grdficas de regresifn, sobre los datos no ajustados

Para calcular las cecrrelaciones cxistentes eptre las se--

ries de titulaciones ecfectuadas, se utilizaron 1os vilores

no ajustados a una linca de correlacidén (los anotados co-
mo al azar, pero que cn realidaa no lo son). Se caloula -
la correlacidn existente entre ‘os datos con la técnica de
cuadrados minimos y se calculd 1a pendiente de cada linen
obtenida por este procedimientn, utilizando los valores dec

Ay B de lu f6rmula de la 1inca de prediccién (1) para ob-

tener los valores minimo y miximo csperados sobre 1a 1inca

-




asi obtenida.

Estos valores maximo y minimo fueron enton-

ces anotados en una grifica, haciéndose pasar una linea -

por estos 2 puntos de interseccidn.

c).- Comparacidén entre si de las lineas de prediccidn.

Una vez elaboradas las grdficas de las diferentes lineas de
prediccidn, se¢ comparan cntre i a fin de determinar si --
hay diferencias significativas e¢ntlre los datos obtenidos -
en los 2 laboratorios que intervinicron en el trubajo y en

tre ratones lactantes y de 21 dias.,

Con los valores promedio de cada uno de los 16 lotes se --
perforaron en tarjetas para computacifn los valores del ti
tulo obtenido en ratén lactante y de 21 dias, tanto en ¢l
laboratorio de Produccién como en el de Constatacién, con -
los datos perforados se proccdié a su anidlisis utilizando -
para ésto las facilidades del Centro de Estadistica y Cémpu
tao del Colegic de Postgraduados, S.A.R.H.,, Chapingo, Méxi-
co. Se utilizé el programa Statistical Analysis System - -
(SAS) dc acuerdo a las indicaciones de Barr y Goodnight --

(1972) (6B. Kl procedimiento cmpleado fué "CORR" para cl

¢ilculo de la correlacidn.



El anidlisis estadistico es importante ya que por medio de -
&1 podemos saber si la diferencia entre los valores medios
de dos muestras es lo suficientemente grande como para jus-

tificar la conclusién de que las muestras representan dos -

poblaciones diferentes.

Para determinar la probabilidad de que la diferencia cncon-
trada puede presentarse durante la extraccién al azar de --

muestras de una misma poblacién, debe desarrollarsce un méto

do para poder sacar ccnclusiones mis precisas.

Se aplicd la prueba de "T" para muestras pequeilas, para en-

contrar el significado de los titulos obtenidos en los di--

ferentes grupos.

Férmulas empleadas:

%= %
D.S.=

—
=
P
o}
~a

n-

E.S.= (X

:

-X)
n-1

T=lnyns (ny+n3-2) v oy
N(ny+nz) (ny-1)2 2 (%)
- Sy o+ (n2-1)%4g
2
X = nedia
X,= wedia de las muestras de una poblacién.
5(2“

nedia de las muestras de la otra poblacién.




"

n, nimero de muestras de una poblacifn

ny = nfimero de muestras de la otra poblacién.

Al sacar el valor de T, se recurre a la tabla de distribu-
cibén de t correspondiente a cierto grado de libertad, de -

donde se obtienc el valor de P. (Bancroft H. 1967) (6A).



RESULTADOS

Los resultados de titulacién se anotan en el cuadro No, 1 en don-
de se observan los titulos quec dieron cada vacuna en las cuatro
titulaciones que se sometieron, conjuntamente con los limites -

de confianza al 90% calculado por el método Pizzi (23),

Las griaficas 1 a 8 comparan las titulaciones de diferentes mane-

ras y fueron elaboradas con el sistema de valor lineal ajustado,

descrito anteriormente. Como un ejemplo de este método, la gré-

fica 1 en 1a que sc¢ usd como base el titulo obienido en ratén --
lactante en el Departamento de Produccidn y se le compara con ¢i

titulo obtenido en el Departamento de Constatacidn como dato al

azar. Asi tenemos que en el- primer dato utilizade como huase, -

el titulo fué de 7.0 con limites de confianza de + 0.37, compa-

rdndolo con el dato al azar cuyo titulo fué de 7.15 v con 1imi-

tes de confianza de + 0.75. De esta manera la titulacién usada

como base, tiene linea vertical directa, el valor comparativo

del titulo obtenido dec la otra titulacién utilizada,

Para elaborar las graficas, se tomd solamente la distribucidn de

los datos al azar elimindindose la linea de¢ ajuste. Asi en la -

griafica 1 se utilizd primeramente los titulos ohtenides en ra--

tén lactante en el Departamento de Produccifn cons hase para el

ajuste lincal vy los titulos obtenidos de ratén lactante cn el -

Departamento de Constatscidn al azar donde correspondieran, la

scgunda parte de la construccidn de la grafica, se hizo invir-

- 14 - A




tiendo el procedimiento utilizando ahora los titulos obtenidos -

por el Departamento de Constatacidn en ratén lactante como base

del valor ajustado v los titulos del Departamento de Produccidn

al azar. Estos deberfan dar origen a 2 grificas que se han fun

dido en una sola anotando unicamente los datos al azar de ambas

y eliminando por ser poco ilustrativos, los valores ajustados a

una linea.

En el cuadro 2 se pueden observar los promedios de los titulos -

obtenidos en el Laboratorio de Produccifn y de Constatacién - -

usando ratones lactantes y de 21 dfas, asf como 1os promedios -

comparatives de la suma de lactantes y de la suma de 21 dias.

Fs decir, sumando de cada lote los valores de lactantes en Pro-

duccidn y Constatacidn, respectivamente,

Con los datas de cada lote analizado en Produccidn v Constata-

7

cidn, se obtuvieron los cocficientes de corrclacidn simple entre

las variables lactantes de Produccifn, 21 dfas de Produccifn,

lactantes de Constatacidn y 21 dias de Constatacidn asi como --
las datos totales obtenidos cn lactantes y 21 dias {lactantes -

y 21 dias respectivamente). La prueha de significancia ¢s para

determinar si ¢l coeficiente es 6 no diferente a cero. Los re--

sultados se muestran e¢n cl cuadro 3, donde se puede notar que -

las avociaciones entre lactantes de Produccidn y lactantes de

Constatacién y las de 21 dias de Produccién con lactantes de --



constatacién son las finicas significativas, La asociacifn e¢n--

tre lactantes y 21 dias son bajas y no significativas. Esto si

bien puede indicar que la asociacibn no existe, también puede -

deberse al bajo ntimero de datos obtenidos. En el cuadro 4 se -

anotan los resultados de la prueba de T, para obtener la proba-

bilidad entre los grupos.

.‘6-




CUADRO No. 1

TITULO DE LOS 16 LOTES ESTUDIADOS CON SUS
LLIMITES DE CONFIANZA AL 80%

pt LOTE A B c D
1 7.4 0+ .67 6.35 + .76 7.5 + .51 7.00 + .55
2 7.2 0+ .81 6,68 + .7 7.5 & .51 6.2 + .71
©3 7.02 + .71 6.89 *+ .02 7.6 * .55 7.2 0+ .71
4 7.02 + .82 7.68 + 77 8.0 + .71 8.2 =+ .79
5 7.11 & .55 6.89 + .62 7.5 + .51 6.3 + .89
6 7.91 + .55 7.02 + .55 8.42+ .77 7.3 + .55
7 7.2 + .51 7.35 + .77 7.59 ¢+ .55 6.5 *+ .76
8 7.03 + .07 7.02 + .56 7.47+ .59 7.3 + .55
9 8.2 + .71 7,02 + ,56 7.6 + .79 7.14 + .02
1w $.2 + .7 7.76 + .79 829+ .07 6.2 + .71
11 8.2 ¢ .71 7.94 + .85 8,0 + .71 6.14 + .87
12 7044 ¢ 07 6.0 + .87 T24 - .67 7.16 + .81
13 7.84 + .67 6.35 + .77 756+ .55 6.2 * .75
14 7.19 + .55 6.68 + .77 745+ .75 6.5 =+ .7
15 7.20 + .55 7.2 0+ .56 759+ .55 6.5 + .87
1o 7.0 + .57 6.96 + .59 715+ .75 6.2 *+ .71
A- Titulo obtemnido en el laboratorio de Produccién en rotdn lacrante
5- Titulo obtenido en el lahoratoric de Produccién en ratén de 21 dias
- Titulo obteanido en el iahoratorio dc¢ (onstatacidn en ratén lactantc
Constatacidén en ratdn Jde 21 dfas

bh- Titulo obtenido cn ¢l lahoratorio de

Los titulos estin cxpresados en Dhgy basc 10/ml.
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CUADRO 2

Promedios y desviacioncs estandar de 1las determinaciones -

obtenidas en el laboratorio de Produccién y Constatacion

en Ratdén lactante y de 21 dias. *

VARIABLE +S C. V.
Produccién Lactante 7.52 + 0.40 6.10
Produccién 21 dfas 6.93 + 0.53 7.54
Constatacifén Lactante| 7.64 + 0.37 8.42
Constatacion 21 dias | 6.75 + 0.60 8.81

Lactantes 7.57 + 0.36 4.73
21 dias 6.87 + 0.39 5.72




CUADRO 3

Coeficientes de Correlacién E

lact .Prod.

21 d.Prod.

Lact.Const.

21 Const.

Lactantes

21 Prod. Lact.Const.

0.24 0,50

ns *
0.63
xk

21 Const.,

12
ns

0.19
ns

Lact.

0.90
*%

0.48
ns

0.83
£k

0.02
ns

Veintiunn

0.07

ns

0.65

K

0.33
ns

La_n= 16

*k

x

ns

significativo

no significativo

altamente significative (P {0.01)
(P 0.05)
(P0.05)




CUADRO 4

DATOS ESTADISTICOS DE LOS GRUPOS

A B C D
Media 7.52 6.99 7.64 6.75
D.S. + 0.456 + 0.53 v 0.37 + 0.60
E.S. + 0.10 + 0.3 + 010 + 014

DATOS ESTADISTICOS DE LA COMPARACION

DE 1L.0S GRUPOS

AB AD BC co

p < 0.001 0,001 0.001 0.001

D.S. =

E.S. =

Desviacién estidndar
Error estindar

Probabilidad



DISCUSION. -

Como se puede notar, los titulos obtenidos para lactantes -

son siempre superiores a los encontrados en 21 dias indepen
dientemente que se realicen en produccién & en constatacién.
Los coeficientes de variacién fueron siempre inferiores en -
lactantes, aunque sin diferencias apreciables. E1 hecho de
no haberse detectado significancia en la asociacién entre -
lactantes y 21 dias, si bien puede deberse a un problema de
tamafio de muestra tanto cnel namero de lotes como en las --
titulaciones, también puede deberse a que los animales a los

21 dias se comportan en forma diferente, debido a un cambio

en la susceptibilidad de los animales con la diferencia de -

edades entre los dos lotes,

-7 -



CONCLUSION. -

Con los datos obtenidos hasta ahora no es posible predecir

el titulo de la vacuna en ratones lactantes, con ¢l obteni

do en ratones de 21 dfas.

En el anilisis de varianza, =1 reducido tamafio de los coe-
ficientes de variacién indican que las dos poblaciones es-
tin bien controladas, aGn cuando tienden a ser menores en

lactantes, las diferencias no son significativas.
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