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IRTRODUCCION:
Resumen Histérico de la Rabia.

La rabia, se conoce desde tiempos remotos y probablemen
te ha existido desde antes que la especie humana.

En imagenes grabadas sobre piedra se le representd, con
la forma de perros ribidos, en tgipto, Grecia y Roma; hay -
referencia a ella en la mitologia griega y Plutarco afirmaba
que segin Atenodore, se le observd por primera vez en el --
hombre en los tiempos de los Usclepiades, los descendientes-
de Esculapio, el padre de 1a Medicina.Actedn, hijo de Aris--
teo, murié por ese mal en el siglo X[Il A. de C., y en el si
glo 1V de 1a misma época, Aristdteles escribi1bé que "Los pe--
rros suelen sdfrir de rabia, la cual los pone en estado de -
furia y cuando estdn en tal condicién, todos los animales a-
los que muerden son atacados por la enfermedad(24)

Celso, en el siglo | A. de C., hizo por primera vez una
descripcion de la enfermedad, a la cual 1lamd "hidrofobia".
Preconizd el lavado y la cauterizacidn de las heridas hechas
por el animal rabido como medio para evitarla y afirmdé que -
cuando se presentan ya los sintomas de ella no hay posibili-
dad de curarla y termina siempre con la muerte (24).

Celio Aureliano, en su tratado sobre las enfermedades -
agudas escrito en el siglo 11 A. de €., tratd extensamente -
de ésta enfermedad, sti1n afiadir mayor cosa a su conocimiento,
hasta que en la famosa obra{sobre los contagios), dada a la
Tuz a mediados del siglo XVI por su autor Jerdnimo Francasto
ro.Se afirma que la rabia no puede ser contraida por ninguna

clase de contacto, n' por medio de fomites, ni a distancia,
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sino " solo cuando Ta piel ha sido rota por la mordedura de
unperro y de la cual salga sangre". Se reconoce que el peri
odo de incubacién puede tomar mucho tiempo, seis u ocho me
ses y hasta un afio , pero Se conocen periodos de incubacién
tan cortos como diez dias (24).

Francastoro afirmé que " todo perro mordido por un rd-
bido adgquiere siempre la enfermedad, 1o cual no sucede t---
gualmente con el hombre " , y explicd ésta diferencia por"-
la que hay entre la especie perro y la especie hombre". A--
tribuyd éstos efectos a "causas psicoldgicas".(24).

Desde fines del siglo XVII se fueron adquiriendo nue--
vos conocimientos.En 1770 Van Switen describib la forma pa-
ralitica de la enfermedad;en 1804 Zinke demostrd experimen-
talmente la virulencia de la saliva de los perros rabidos,
y en 1881 Gruner recomendé la inoculacidn experimental de -
esa saliva a animales recept.vos, como medio de diagnGstico~

En ese mismo afo Magendie y Breshet identificaron la-
rabia humana con la canina reproduciendo la enfermedad en
un perro inoculado con la saliva de una persona enferma de
ese mal.Hertwig, en 1829, demostrd que su transmisidon se -
hace cominmente por medio de la saliva de perros rabiosos-
al morder a animales susceptibles. En 1881, Pasteur comu--
nicé a la Academia de Ciencias haber encontrado que el vi-
rus de la rabia estd no sélo en las glandulas salivales, -
sino subre todo en los drganos del sistema nervioso cen---
tral y utilizaron por primera vez la técnica de inocula---
c16n intracerebral como una forma confiable de producir la

enfermedad ( 2 ). En 1884, Pasteur did a conocer 10s it -
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mos resultados de sus investigaciones entre los cuales ---
nombraba a el virus fijo obtenido a partir del " virus de
calle", que obtuvo por medio de pases sucesivos en conejos-

En octubre del mismo afic Pasteur presentd lo que de-
nomind " método para prevenir la rabia después de la mor-
dedura ", con el cual consideraba resuelta la cuestidn que
se habia propuesto y s6lo esperaba 1a oportunidad , para -
Tlevarlo a la practica y estar completamente seguro de que
la inoculacidn virulenta a los animales vacunados no les -
daria la enfermedad (24 ).

Theodor Vonne, mordido por su propio perro el 4 de ju
lio de 188%, Joseph Meister, de nueve afios de edad, mordi-
do el mismo dia solicitaron que se les aplicara el método-
preventivo desarrollado por Pasteur.El seis de julio se --
les inyectdé en un pliegue hecho en la piel de uno de los -
hipocondrios una suspensidn de médula de 15 dias en deseca
cidn, otras dos inyecciones le fueron hechas el dia 7, dos
el dia B8 y después una cada dia hasta el 16 , con médulas-
cada vez mds recientes hasta llegar a la de un dia , o sea
13 inyecciones en 10 dias de tratamiento.Tres meses des---
pués Meister y Vonne estaban sanos y Meister vivigé hasta -
1940 ( 24).

Después de los trabajos de Pasteur, se fundd por do--
nativo del! pueblo francés un instituto que lleva su nombre
y que posteriormente se extendid a las colonias francesas-
en tanto que en el resto del mundo se instituyeron los cen
tros antirrabicos ( 24 ).

Posteriormente Semple y Fermi desarrollaron vacunas -
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inactivadas con formol y fenol «como substitutos de la i--
nactivacidn por desecacidn de Pasteur y conservaron el ---
mismo programa de vacunacidn, con la diferencia de que to-
das las dosis de vacuna eran iguales, lo cual simplificd -
su produccidn y manejo.Estas mismas vacunas fueron las pri
meras en emplearse en animales.

No fue sino hasta 1946 que koprowski y colaboradores
desarrollaron la primera vacuna de virus vivo modificado -
contra la rabia. Esta era una vacuna producida en embridn-
de pollo (4 ). Posteriormente Kissling desarrollé una va-
cuna viva en cultivos celulares, que fue rdpidamente se--

guida por otros ( 5 ).

ETIOLOGIA:

La rabia es una enfermedad infecciosa aguda causada -
por un virus de la familia Rnabdoviridae, del género Lyssa
virus, del grupo RNA, que afecta a todos los animales de -

sangre caliente incluyendo al hombre ( 15-17).

TRANSMISION:

La rabia es transmitida generalmente por la mordedura
de un animal rabioso a un animal sano( 16y 5in embargo, se
han ensayado también métodos que 1ntenten imitar las cond]
ciones naturales de la infeccidn como la 'noculacidn intra
dérmica, subcutdnea e intramuscular.Ocasionalmente la 'no-
culacién intradérmica se efectda por escarificacidn procu-
rando imitar las condiciones de una mordedura, otras vias

de inoculacién empleadas son: el cojinete plantar de las -
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extremidades anteriores o postericores;instilacidn en el -
saco conjuntival;inoculacidn intraoculariintralingual;in -
tranasal;ya sea por instilacib6bn de gotas de virus en la -
nariz o por aerosol,la via endovenosa, y la via oralfle).-

Los animales experimentales empleados han probado ser
susceptibles por todas éstas vias, si bien arrojando resul
tados diferentes y a menudc contradictorios sobre la sus--
ceptibilidad por determinada via {(l6).

{unker y colaboradores ynocularon virus de la rabra -
de la calle a ratones parabidticos.La inoculacidn de unc
de los parabiGticos provocd la enfermedad en e} otrn.De 26
pares inoculados 24 enfermaron, 1o que muestra que la dise
minacidn del virus ocurrié unicamente por la via venasatl,

Los cricetos de 6 semanas de edad ‘tnoculados por la -
via intramuscular con el virus de la rabia de Ta calle,pre
sentan en la fase de estado de la enfermedad, tanto en las
glindulas salivales como en los midsculos y testiculos,titu
Tos de virus que a veces son mds elevados que los que se -
encuentran en el cerebro (1).

La inoculacién del virus por la via aérea en animales
recven nacidos, ratones o cricetos, demuestra que el virus
se multiplica primero en las células de !a trdques y luego
alcanza el sistema nervioso central(SNC).En lus ratones --
contaminados por ingestién oral, el virus rdbico se multi-
ulica en las células epiteliales de la lengua antes de ga-
nar el sistema nervioso central{SNC) (9).

Constantine motivado por la muerte de dos personas --

por rabia, y qgue no habian sido mordidas, pero habian fre-
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cuentado grutas contaminadas con virus, 1o llevé a reali--
zar la experiencia siguiente: ubicd 12 zorros y 10 coyotes
en jaulas especiales a fin de protegerlos de las mordedu--
ras de quirdpteros y picaduras de insectos.fstos animales

se dejaron inhalando la atmdsfera de tas cavernas durante-
27 a 30 dias.Todos los animales murteron de rabia después-
de un periodo de incubacidn que se prolongd hasta por 6 me
ses.Estos hechos confirman la presencia del virus en el --

aire y la posibilidad de la transmisidn aerdgena(8).

PATOGENTIA:

La patogenia de la rabia empieza con la penetracidn -
del virus rabico al cuerpo del animal susceptible,general-
mente por la mordedura de un animal rabioso, y de éste pun
to , el virus progresa hasta el sistema nervioso central -
(SNC) invadiéndolo.La tercera fase de desarrollo de la en-
fermedad es la generalizacidn de la infeccidn, que consis-
te en la diseminacidn del virus rdbico del sistema nervio-
so central (SNC) a otros drganos.Finalmente ocurre la sin-
tomatologla rdbica y la muerte del animal, a veces después
de que ha mordido a otros animales sanos(16).

Experimentalmente, con virus fijo, se ha observado --
que el virus persiste en el sitio de la inoculacidn de 4 a
96 horas y después viaja por los troncos nerviosos hasta -
Jlegar a los ganglios espinales que proporcionan inerva --
cidén al sitio inoculado, en donde el virus se multiplica.

Después invade el sistema nervioso central(SNC)(ya --

que se trata de un virus neurotrdpico),y desde aqui la in-
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feccidn se generaliza, o sea se disemina del sistema ner -~
vioso central (SNC) a otros éGrganos, incluyendo a las gldn-
dulas salivales, al final aparecen los signos clinicos y -
la mue~te (9).

Los virus fijos, por su corto periodo de incubacidén,-
casi no se diseminan al restc de! organismo y no se les en
cuentra en la saliva(22). E! virus de calle, por su mayor-
periodo de incubacidn, si produce infeccidn generalizada.

E1 75% de los perros, el 53% de los bovinos y el 87%-
de las zorras muertas por rabia, presentan virus en las --
glandulas salivales(9).

E1 virus puede estar presente en 1a saliva de los pe-
rros rabiosos hasta 5 dias antes de 1a presentacion de los
primeros signos{4).Por ésta razén a los perros sospechosos
que han mordido se les observa de 10 a 15 dias.A causa de-
la pardlisis el animal no puede alimentarse y deja de to--
mar agua, manteniéndose asi hasta la muerte{9).

Otros investigadores en diversas especies animales, a
demds de haber encontrado virus rdbico en el sistema ner--
vioso central(SNC)y en las glindulas saiivales, también --
han encontrado virus en el higado y rifidn, bazo, gldndulas
adrenales y pancreas, testiculos , epitelio de la céOrnea,-
cérnea, retina, cristalino y humor vitreo,costras de piel,
ganglios linfaticos,grasa café y misculo de murciélago,pul

mén, sangre, orina, glindula mamaria y en otros tejidos({9)

SINTOMATOLOGIA:

La sintomatologia de la rabia, consiste en ligeros --
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cambios en el temperamento.En los humanos hay inquietud,--
inseguridad y aprensidon.En el perro, en la forma furiosa,a
veces sO0lo se observa excitacidon, convulsiones y muerte; -
ésto corresponderd a una presentaciGn sobreaguda de la en-
fermedad.En otras ocasiones se observan cambios prodrémi--
cos que consisten en cambios Tigeros en el comportamiento

Después hay agresividad, etapa que corresponde al -
mayor peligro de transmision de la rabia, ya que al morder
transmiten la enfermedad.También se puede observar que los
animales dan la impresidn de que estan atrapando objetos .
imaginarios(9).

En la forma paralitica hay pardlisis muscular en la
cabeza y en el cuello.Los animales no mastican ni beben,
presentan ptialismo y la mandibula colgada, pudiendo dar -
la impresibn de que tienen un "hueso atorado", por lo .ual
muchas personas incautas corren el riesgo de infectarse al
explorar la cavidad bucal.Después habrd pardlisis generali
zada y la muerte puede sobrevenir aproximadamente en 48 --

hrs.En gatos generalmente se presenta Jla rabia furiosa(9).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA:

La rabia estd distribuida en casi todo el mundo y »e
presenta en cualquier clima.En 1971 se menciond que no exis
tia la rabia en algunas §reas tales como Australia, Nueva-
lelanda, Inglaterra, Espafia, otros paises del continente

Europeo y en otras muchas dreas delimitadas e islas (9).



PRUEBAS DE DIAGNOSTICO: L

A) Alteraciones anatdmicas a la necropsia.

t! cadaver puede estar emaciado y deshidratado --
por la falta de alimento y de liquidos.También puede haber-
traumatismos y soluciones de continuidad en diferentes &---
reas de la piel, fracturas,etcSe pueden encontrar piedras,-
maderas y materia fecal en el estdémago;congestidén en las me
ninges(9).

B) Histopatologia.

Si el animal ha muerto de rabia suele ser fdcil descu-
brir las lesiones especificas, pero si el animal ha sido sa
crificado, es posthle que los corplisculos de inclusién in--
tracitoplasmiticos{cprpisculos de Negri) no estén presentes
aun(22).

En los cortes se huscardn:
a)signos de meningoencéfalomielitis, es decir meningitis, -
infiltracidn parenquimatosa, formacidon de tubérculos rdbi--
cos({tubérculos de Babés o manguitos perivasculares) e infil
tracidn ganglionar con satelitosis y neuronofagia.

Estas lesiones pueden observarse con cualquier método-
de tincidon{hematoxilina-eosina, azul de metileno, Mann, fleo
xina, Romanowski,Schiefstein,etc).

Lesiones especificas:

En los distintos tipos de Neuronas se buscardn Corp(s-
culos de Negri

Cabe mencionar que la técnica de Seller es muy Gtil en
el diagnéstico ya que es una técnica rapida sencilla y de -

buen contraste, que permite realizar un exdmen histopatold.
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gico de gran precisidn, y de manera que es posible observar
in situ en las células los Corpisculos de Negri y queda ex-.
cluida toda posibilidad de error{(dura entre 2 y 10 minutos)
(8-21).

C) Inmunofluorescencia.

Este método esta basado en la observacién de la fluo--
rescencia de corpisculos fluorescentes{probablemente Corpis
culos de Negri) impregnados con fluorocromo y excitados por
exposicion a una luz de 400 nm (4000 A } de longitud de on-
da.Aqui se marca el anticuerpo con el fluorocromo para que-
el anticuerpo marcado reaccione con el antigeno especifico,
reaccidén que se uvbserva con un microscopio de fluorescencia
(11).

D) Prueba Bioldgica y Seroneutralizacidn.

En encuestas hechas con gran cantidad de casos de ra--
bia, se ha mostrado que en el 10 a 15+ de los casos que re-
sultaron positivos a la rabia en la inoculacidn del ratén -
no se habian observadoCordsculos de Negri en el examen mi--
croscépico directo de la impronta.En consecuencia es muy re
comendable que los laboratorios de diagndéstico de la rabia-
estén en condiciones de efectuar pruebas de inoculacién en-
animal! con los tejidos encefdalicos Negri-negativoes.Los ani-
males usados en la prueba biloldégrca son ratones Suizos blan
cos de 21 dias; se inoculan intracerebralmente para obser--
varlos posteriormente durante un lapso de 21 dias minimo pu
diéndose observar, en casos positivos:pelo erizado, arquea-
miento, incoordinacidn de Vas patas, paralisis, postracidn,

erc (9-21).
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Para identificar el virus desconocido por la prueba --
del indice de neutralizacidn del virus, se titula con suero
normal y con sueru itnmune conocido.Si el suero antirrabico-
neutraliza el virus problema y el suero normal no, se puede
concluir que se trata de una cepa de virus ribico.Es impor-
tante someter todas las colecciones standard de virus rabi-
co a la prueba del indice de neutralizacidn del virus para-
determinar si esas colecciones contienen contaminantes viri
cos procedentes de los animales o de los sistemas de culti
vo tisular usados para contener el virus.Se mezcla sueroc y-
virus para inocular a los ratones para su posterior chequeo
(9-21).

Es conveniente citar que los diagnOosticos de rabia de-
ben comprender:

- La hivtoria clinica (Anamnesis).

- Signos y sintomas{observacion).

- Histopatologia mediante la técnica de Seller.

- Inmunofluorescencia.

- Prueba bioldgica: inoculacién en ratdn lactante de

21 dfias.
- Prueba de seroneutralizacidon con suero monotipico
(monoclonal) conocido.

tsto para que sea un resultado definitivamente confia-
ble Se ha detectado. que en los laboratorios de diagnOstico-
de la zona de influyencia del estudio no se manejan todas si
no que s6lo se practica la técnica de inmunofluorescencia,

y s0lo en caso necesario se practica la prueba biolbgica.
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k) Técnica de microfocos fluorescentes.

Esta técnica requiere menos tiempo, menos equipo y por
o tanto es mds accesible a laboratorios poco equipados.Se-
usa para titular niveles de anticuerpos en sueros de anima-
Yesvacunados. Es una nueva técnica in vitro para titulacidn
y seroneutralizacion del virus rabico.Ademds es de duracidn
corta{30 horas).Consiste en infectar cultivos celulares con
la mezcla de virus y suero, tifiéndolos 30 horas después con

fluoresceina{17).

BIOLOGICOS EXISTENTES.
1).- Suero hiperinmune.

Se recomienda aplicar el suero antes del tercer dia --
postinoculacidn y funciona mejor cuando se combina con va--
rias dosis de vacuna inactivada.Se apliia la mitad de la --
dos~is alrededor de las areas lesionadas por la mordedura y
el resto por via intramuscular

EY1 suero antirrabico es obtenido de caballos hiperin--
munizados y después se refina y se concentra, se emplean 20
U.1. por kg de peso.

Actualmente se estd usando suero hiperinmune a partir
1¢ humano, pero es muy caro.Es importante hacer mencion que
el suero hiperinmune sdlo debe ser usado en humanos y no
en perros ya que un perro no vacunado que es mordido wur un
perro rabioso se debe sacrificar(18).

2) Vacunas.
Existen tres tipos de vacunas antirrdbicas segin el --

modo de preparacibn:



a) Tejido nervioso.
b) Vacunas avianizadas preparadas en embrién de pollo.
c¢) Vacunas preparadas en cultivos celulares.
Con excepcidn de las vacunas de tejido nervioso que sdélo e-
xisten como vacunas inactivadas, los otros tipos de vacuna
existen en variedades de virus vivo modificado y de virus i
nactivado(16).
A) Vacunas de virus vivo modificado.

a) Vacuna avianizada Flury Lep( de bajo pasaje).

se elabord con virus adaptado a pollitos por via intra
cerebral durante 136 pases.Se encontré que protegia a 105--
perros hasta por 3 ahos.

En algunos estados de Estados Unidos se prohibid por--
que ocasiond casos de rabia en perros.

b)Vacuna avianizada Flury Hep(de alto pasaje).
Esta vacuna recib16 178 pases en embridn de pollo (y algu--
nas veces hasta 227-230);estaba suficientemente atenuada --
por 1o cual podria ser recomendada para vacunar bovinos y

todas las demds especies animales.Actualmente en México se--

ha demostrado que estas vacunas no confieren inmunidad sa--
tisfactoria(9}).

c) Cepa Kelev (con mas de 100 pases).

cultivada en huevos embrionados y utilizada en perros-
y bovinos.

d) Cepa Kissling de alto pasaje.

Cultivada en una linea de células de Hamster y recomen

dada para vacunar perros.
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e) Cepa KAW: {90-100 pases de 32°C).
Producida en cultivos celulares de rifion de Hamster y utili
zada para todas las especies domésticas(9).

f) Vacuna V 319-Acatlan.

Vacuna desarrollada a partir de murciélago vampiro.Es una -
cepa de virus vivo atenuado y posee caracteristicas adecua
das para una potencial vacuna, demostrando titulos rutina--
rios de 109 UFP (unidades formadoras de Placa) por ml.Se u-
sa para la prevencidén de la rabia en bovinos, caninos, feli
nos y otras especies domésticas como cabras y caballos(6-9)

g) Vacuna ERA
Es una vacuna de virus vivo producida en cultivos celulares
(5)..

B) Vacunas de virus inactivado.

a) Vacunas fenoladas.La vacuna Simple se prepara inac-
tivando el virus con 1.25% de fenol.Ha sido utilizada para
proteger a los humanos previamente expuestos.Hay riesgo de-
cauysar accidentes neuro-paraliticos (reaccidén autoinmune --
contra la mielina).En los perros se puede aplicar una sola
dosis de la vacuna Umeno Doi(9).
b)Vacuna elaborada en embridn de pato.

Elaborada con virus fijo, inactivado con Beta-propio--
lactona recomendada para la prevencion de la rabia en la es
pecie humana. Produce menos reacciones sistémicas que las
vacunas tipo Semple y Fermi.En Ta mayoria de los pacientes
vacunados hay dolor, eritema e induracidon en el punto de va
cunacidn;en algunos hay fiebre, malasia y mialgia{en el 33u)

Existen reacciones neuroparaliticas en una de cada 30
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000 personas vacunadas{9).

c)Vacuna Fuenzalida.

Esta vacuna fue recientemente elaborada a partir de -
cerebro de ratdn lactante e inactivada con luz ultraviole-
ta.Tiene una capacidad inmunogénica muy superior(mil o mas
veces) al compararla con las vacunas Fermi o Semple.Tiene
gran garantia de inocuidad lo cual reduce la presentacidn-
de casos de parapliejia debido a la ausencia de mielina de-
mostrable en el tejido nervioso central del ratdn recién--

nacido{9).

VACUNACION DE PERROS Y GATOS.

Las vacunas antirrabicas en perros se aplican por via
intramuscular o subcutdnea, la via intramuscular es la mas
recomendada debido a que tiene mayor inervacidn e irriga--
¢ién que a nivel subcutdneo, por lo tanto la via intramus-
cular produce una mayor tasa de anticuerpos contra la en--
fermedad{29).

Se aplica en la cantidad de2 ml1, puede ser a partir -
de los 3 meses de edad, que es cuando el sistema inmunocom
petente ya estd debidamente desarrollado, para despuds pro
ceder a las revacunaciones anuales,

E1 manejo de la vacuna debe procurar que esta se man-
tenga en refrigeracion(2 a 4 €) hasta poco antes de su a--
plicacidn para obtener el maximo de su potencia.

Se recomienda no vacunar a las gatas gestantes con --
vacunas de virus vivo modificado.lLa vacuna Flury LEP no de

be aplicarse en gatos porque les puede producir rabia(9).
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La forma mas efectiva para combatir la rabia consiste en -
establecer medidas encaminadas al control de las poblacio-
nes de perros callejeros y de los murciélagos vampiros,y--
medidas encaminadas a la vacunacidn de los animales domés-
ticos en contra de 1a rabia.Se debe realizar la vacunacién
masiva de 1a poblacidn canina;, captura de perros callejo--
ros -para mantenerlos en custodia y ser entregados a sus --
duefios, previa vacunacidn, de no ser reclamados por 10s --
duenos deben ser sacrificados.

Otro detalle importante es que en caso de que Si un -
perro no vacunado es mordido por un rabioso, se debe sacri
ficar inmediatamente sin importar su valor, ya sea, econd-
mico o estimativo.Si el animal mordido estaba vacunado se
observard durante seis meses para mayor seguridad de su --

resistencia a la exposicidon de la enfermedad{9).

LA RABIA EN EL HOMBRE.

Se puede presentar en la forma furiosa o en la forma-
paralitica.tl periodo de incubacidn puede variar desde Tlos
12 dias hasta 6 o 9 meses(20-60 dias PROMEDIO).

E1 curso es de unos cuantos dias con 100% de mortali-
dad .S61c se conoce un caso en el que se nicieron suficrep
tes pruebas para demostrar que no Se trataba de ningun o-
tro problema de tipo encefalitico.Pero se sgspecha de o---
tros casos de rabia abortiva en humanos(16).£1 riesgo de -
contraer la enfermedad aumenta en cuanto mds cerca sea la-
mordedura a la cara, ya que estas &reas estdn mucho més --

inervadas y muy cerca del SNC(9).
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Laboratorios -y centros regionales de diagnéstico.

1.- Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias

- INIP (SARH)

Km 15.5, carretera México -Toluca.

2.~ Centro Antirrabico de Atizapdn

Boulevard Adolfo Lépez Mateos $/N Ciudad Lé6-

pez Mateos.
Atizapdn, Edo. de México.
3.- Centro antirrdbico de Ecatepec
Ecatepec, Edo. de México.

4.- Centro antirribico de Cuautitlan.

Cuautitlan de Romero Rubio, tdo de México.
Pruebas de potencia para las vacunas antirrabicas.

METODOS:
A} Directo. Se reproduce experimentalmente el fendmeno de
protecci6n, pues se vacuna y se desafia al animal,
B) Semidirecto. Incluye vacunacidn, pues evalda la prote--
ccién por medio de la determinacitén del titulo de anticuer
pos desarrollados en el suero.
C) Indirecto. Por é&ste método no se vacuna ni se desafia -

al animal de prueba{es un método in vitro),.

A).- DIRECTOS:
1 - Prueba de Habel.Es una prueba cuantitativa y en -

ella todos los animales reciben la misma dosis de vacuna,
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mientras se varia la dosis de desafio(19).

En ésta prueba se llama también de ruptura de la inmu
nidad.Se usan ratones blancos Suizos de 4 a 6 semanas de -
edad.

2.- Prueba del NIH .También es una prueba cuantitati-
va y mds exdacta que la de Habel, es del tipo de "extinciGn
de antigeno . Fn ellos >e emplean cantidades variables de-
vacuna y todos los ratones reciben igual cantidad de virus

En esta prueba se utiliza una vacuna de referencia --
por 1o cual es la mds aceptada(28).

3.- Prueba de Koprowski.Tiene un cardacter cualitativo
y se emplea para vacunas elaboradas con virus atenuados; -~
se utilizan cobayos por via intramuscular con una vacuna -
conteniendo 5: de suspensidn tisular, 3 semanas despus se
desafiar los animales con CVS{virus rabico standard de con
frontaci106nj v virus de calte{2l).

B).- SEMIDIRECTOS:

i. Seroneutralizacidn.Esta prueba indica la cantidad
de anticuerpos rdb-cos desarrollados por un animal.Es una-
prueba cuantitativa en la cual se prueban diferentes dilu-
ciones de suero con una cantidad constante de virus, se --
puede emplear la técnica de inoculacién a ratones o por --
el método de reduccion de placas(3).

C).- INDIRECTOS:

Son los menos utilizados.

l.- Fijacidn de Complemento.

2 - Pruebas de Hemaglutinacidon y de inhibicidn de 1la

hemaglutinac:dn.
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Requerimientos Minimos de Calidad en las Vacunas Antirrdbi-
cas.

En general, se realizan pruebas de pureza que consis-
ten en determinar que el producto vacunal esté libre de --
cualquier contaminante vivo o activo demostrable distinto
al que debe de contener(27}.

Las pruebas de viabilidad difieren un poco de acuerdo
al tipo de vacuna:

a) En el caso de vacuna de virus activo modificado -
para caninos(cepa Flury) bajo pasaje producida en embridn-

I s 1076

de pollo, la vacuna se diluye de 10~ y con cada --
dilucion se inoculan intracerebralmente 10 ratones de 21 -
dias, con 0.03 ml y se observan por un periodo de 21 dias.
Al finalizar la observacidn se realiza el cdlculo de
acuerdo al método de Reec and Muench.
La prueba serd adecuada cuando se obtengan titu-

3 DLR 50% 7 0.03 ml (27).

los de mds de 10
b)En la vacuna de virus activo modificado para cani--
nos y felinos en cultivos de tejidos, se reconstituyen dos
frascos de Ta vacuna con una dcsis cada uno, con el diluen
te que los acompana.Se extrae media dotis de cada frasco -
pa: rmpletar una dosis totsl cansiderada como IOO.Poste—
riormente se hacen diluciones logaritmicas decimales utili
zardo agua destilada estéril(conteniendo 2% de suero de ca
ballo, exento de anticuerpos contra rabia).Se inoculan gry
pos de 10 ratones~ por dilucidn por via intracerebral, con
0.03 ml y se observan durante 21 dias.lLos cd@lculos se rea-

Tizan con el mismo método de Reed and Muench(25}.
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La vacuna probada deberd tener un titulo minimo de 103 --
DLR 50%/0.03 m1(27).

En las pruebas de potencia para las vacunas de virus
inactivado producidas en cerebro de ratdn lactante para
caninos y felinos se utiliza Jla prueba de Habel(19).

El resultado final expresado como: DL 50% de prote--
ccidn,se obtiene restando el logaritmo del punto final 50
% de los animales de prueba,

La vacuna probada d¢berd contener 1,000 DL50 de pro-
teccidon como minimo(27).

En las vacunas de virus vivo activo modificado los -

3 BLR 0%/ 0.03 m1(27)

titulos minimos aceptables son de 10

En las pruebas de seguridad o inocuidad, se aplica

una dosis de vacuna por la via que el lahoratorio indica a
2 perros y 2 gatos en caso de que esté indicada para és--
tos y se observan duractfe 2D d7as.Terminado este tiempo
e observacidn,si el animal no muere o presenta signos de
rabia, la prueba es satisfactoeria(27).Esta prueba se a--
plica ar vacunis vivas.

Para vacunas inactivadas, se inoculan 2 cuyes adul--
tos con 1 ml de la vacuna por via subcutdnea;? ratones --
blancos adultos con 0.5 ml! de la misma vacuna y por la --
misma via de inoculacidn y 10 ratones de 21 dias de edad
con 0.03 ml intracerebralmente.Se observan durante 14 di-
as .La prueba se considera satisf:cuoric cuando los anima

les permanecen sanos pasado el tiempo de observacidén(27).
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PRUFBAS DE INQCUIDAD Y POTENCIA DE LA VACUNA
V319 ACATLAN EN PERROS Y GATOS,

Se realizaron estudios de patogenicidad en perros --
con un lote grande de semilla maestra de virus.Un grupo--
de 10 perros Beagle adultos seroldgicamente negativos se-
metid en habitaciones de aislamiento y se inoculd cada u-
no con 10 dosis (1010 UFP), en la regién cervical dorsal
de la semilla maestra del virus.Se inyectdé el virus en --
cuatro o cinco sitiosb.Se sacrificé entonces un perro en
el dia primero post-inoculacién,siendo sacrificados otros
animales los dias 3 , 10, 15 y 30. En cada caso, se toma
ron muestras de misculos del cuello, médula espinal cervi
cal, cerebelo, cerebro y médula para pruebas de inocula
cidon en ratdon y exdmenes de anticuerpos fluorescentes.los
restantes cinco perros se observaron durante seis meses.

En los animales sobrevivientes, se observaron altos-
niveles‘de anticuerpos dentro de la primera semana post-i
noculacion.S61o se encontrd el virus en forma localizada-
en el tejido muscular de 1a region del cuello en el pri--
mer dia por medio de la prueba de anticuerpos fluorescen-
tes y de inoculacion en ratones lactantes.No se detectd-~
mayor crecimiento de virus;las muestras de médula espinal
y encéfalo fueron negativas en todos los muestreos.Los 5
perros que se conservaron en observatidn durante mids de 6
meses, permanecieron saludables durante este periodo cuan
do el experimento termind(6).

Posteriormente, se realizaron pruebas de inocuidad y

excrecién del virus en perros.Para ello se vacund un lote



- 272 .

de perros con 106‘7UFP/dos1s a cada animal manteniéndolos

en observacién durante seis meses;se tomaron periddicamen
te muestras de saliva y lagrimas.las muestras obtenidas -
fueron examinadas en cultivos celulares a fin de determi-
nar la presencia del virus rdbico.Ninguno de los animales
del estudio presentd sintomas de rabia, no excretaron vi-
rus de rabia en ldgrimas ni en saliva(6).

Tiempo después se realizd un estudio sobre inocuidad
y evaluacidn seroldgica de la vacuna antirrdbica V319 ACA
TLAN en perros.Este trabajo se realizd mediante pruebas -

seroldgicas y de desafio.Se vacunaron con una dosis(106‘7l
a 10 perros adultos de raza Beagle seroldgicamente negat)

vos a rabia, se sangraron a 1,2,3 meses post-vacunacidn, -
momento en el cual se 1levdo a cabo la prueba de desafio,

conjuntamente con un grupo de 8 perros sefonegatlvos a ra
bia que a.tuaron como testigos.El desafio se realizd em--
pleando una cepa de virus de calle de origen canino pre--
viamente titulada.lLa dosis de desafio fué de 3,000000 DL-
50 raton por animal.Los resultados indicaron que la vacu-
na fue inocua para los perros vacunados, ya que no mostra
ron sintomatologia clinica de rabia durante el experimen-
to.En cuanto a la respuesta, el 100% de los animales res-
pondieron con niveles de anticuerpos desde 1:38 hasta ma-.
de 1:125 al mes: elevdndose estos niveles hasta un maximo
de 1:1585 a los 3 meses..Cinco de 8 testiqos desafiados

murieron de rabia, lo cual arroja un valor de 62% de mor-
taiidad.La prueba de desafio no se considera valida, por-

que la mortalidad de los testigos no fue igual o superior
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al 80%;esto pudo deberse a que se emplearon perros calle-
ros sin historia clinica de vacunacidn, los cuales pudie-
ron tener niveles de anticuerpos ribicos serolfgicamente-
no detectables o bien inmunidad celular.Por 1o que respec
ta a los perros vacunados, ninguno murid a consecuencia -
del desafio 1o que indica que la vacuna es adecuada para-
perros(10).

Un estudio semejante reveld que la inmunidad provoca
da en perros Beagle vacunados y desafiados a los 12 meses
post-vacunacibén, arrojando resultados satisfactorios{(l4).

Con base a estos antecedentes se evalud la inmunidad
inducida con esta vacuna en perros a los 30 meses de la -
vacunacidn.Se formé un grupo de perros Beagle testigo no
vacunado y un grupo vacunado con cepa V 319 Acatlan con -
titulo 107'3 UFP/ml.La vacuna se aplicd intramuscularmen-
te en 1a regidn de la pierna con 2ml de la vacuna y el o-
tro grupo permanecid sin vacunar.

E1 grupo vacunado se sangrd antes de la vacunacidn y
a 1,13,14,17 y 30 meses.Los testigos sélo se sangraron an
tes de la vacunacidn y del desafio.Los sueros se sometie-
ron a pruebas de seroneutralizacién(SNT} en ratones.

La cepa de exposicidon consistié en una mezcla de ---
glandulas salivales en suspension de perros rabiosos con-

un titulo de 10%-7°

DLSO/O.OBml (cepa 77-1).

A los 30 meses de la vacunacidon ambos grupos fueron
expuestos con 6 ml de la suspencidn con glandulas saliva-
les, 3 ml en los misculos cervicales, a ambos lados del -

cuello.
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La evolucidn clinica del grupo de animales control -
después de la exposicidn, consistid en anorexia, apareci-
da al séptimo dia, posteriormente al octavo y noveno dias
se observaron signos como tremor, nistagmus, pardlisis, -
somnolencia{agresividad en un solo perro), hiperexcitabi-
lidad, aerofobia, disfagia, postracidn y muerte.Los 10 pe
rros murieron entre el 102 y 152 dia post-inoculacidn, re
sultando positivos a rabia en las pruebas bioldgicas y de
anticuerpos fluorescentes.

Ninguno de los animales desafiados del grupo vacuna-
do mostrd alteraciones atribuibies a la exposicidén, perma
neciendo todos los animales normales durante los 120 dias
de observacion.

E1 titulo sérico de 1:125 detectado 30 dias post-va-
cunacidon, permanecid poco variable hasta los 30 meses.

En resamen los resultados observados, demostraron --
que Ja cepa V 319 Acatlin, fue capaz de proteger en un --
100% de los animales vacunados expuestos con virus rabico
de calle, que matd al 100% del grupo testigo no vacunado-
(14).

En conclusidn, la vacuna V-319 Acatlan es un bfolégi
co confiable y altamente inmunogénico, capaz de proteger-
a los perros contra la rabia por més de 30 meses{14).

Las vacunas antirrdbicas de virus vivo han demostra-
do producir una inmunidad mas prolongada que las vacunas-
inactivadaﬁ, debido al! permanente estimulo antigénico pro
vocado por la multiplicacion del virus en el organismo a-

nimal.
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En un estudio comparativo, se observa que la cepa -
Flury de bajo pasaje en embridn de pollo(LEP) ha demos--
trado proteccidn por mids de 39 meses en perros vacunados
con una sbla dosis; la cepa ERA elaborada en células re-
nales de cerdo los protege por mds de 36 meses y la cepa
Flury de alto pasaje(HEP) en células renales de perro --
que estimula inmunidad de 24 meses(14).

En 1o referente a gatos domésticos, se realizaron -
pruebas de inocuidad y respuesta seroldgica a la vacuna-

antirribica V-319 con titulo de 10°°°

UFP/ml.Los gatos-
fueron sangrados 30 difas antes de )a vacunacidn para ve-
rificar que estuvieran libres de anticuerpos contra el -
virus rdbico.

Se formaron 2 grupos de gatos, 10 gatos que fueron-
vacunados con una dosis por animal(2 mi), via intramuscy
lar en la regidn de Ta pierna con la cepa V- 319, quedan
do en otro grupo 5 gatos testigos sin vacunar.

A ambos grupos se practicd muestreo seroldgico a --
los 30,6090,240 y 365 dias post-vacunacidon para determi-
nar titulo de anticuerpos circulantes.

En 1os sueros obtenidos de los gatos vacunados de -
encontraron titulos de anticuerpos contra el virus ribi-
co en grado variable;mientras que el grupo testigo perma
necid sin anticuerpos.

Todos 1os animales se mantuvieron clinicamente sa--
nos durante la prueba.Desde el punto de vista seroldgico
la vacunaresultd poseer buena antigenicidad en gatos, --

hasta un afio post-vacunacidén(13).
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Aunque la prueba de desafio serd 1o concluyente pa-

ra demostrar la proteccidén de la vacuna en gatos, se han
observado en otras especies animales que han sido estimy
lados con esta cepa vacunal y habiendo presentado anti--
cuerpos detectables, han sobrevivido al desafio con vi--

rus rabico(186).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO.

Como ya se ha mencionado, 1a rabia es una enferme--
dad infecciosa que afecta a todos los animales de sangre
caliente incluyendo al hombre.En nuestro pais,la rabia -
ha tomado un curso alarmante ya que datos reales nos de-
muestran un incremento considerable tanto en rabia huma-
na, como en rabia canina y otras especies susceptibles.

Los datos estadisticos anivel nacional en Tos afios-
de 1964,1971 y 1974 indican lo siguiente:

En el afo de 1964 se presentaron 103 casos de defun
ciones por rabia en humanos, causados en un 89.47 por pe
rros, 1.9% por gatos y en un 8.7% por otras especies --
susceptibles(26).

En el afio de 1971 se presentaron 139 casos de defun
ciones por rabia en humanos, causados en un 82.2% por pe
rros, 2.8% por gatos y en un 15% por otras especies Sus-
ceptibles(26).

En e) afio de 1974 se presentaron 157 casos de de--
funciones por rabia en humanos, causados en 89.9% por pe
rros,0.6% por gatos y en un 9.5% por otras especies sus-

ceptibles(26). ( ver cuadro A.-).



DATOS ESTADISTICOS A NIVEL NACIONAL EN LOS ARNOS

1964, 1971 y 1974.

GCUADRO A, -
Afio NS defunciones por causados por causados causados por
vabia en humanos. perros{%). por gatos(%). otros(%).
1964 103 89.4 1.9 8.7
1971 139 82.2 2.8 15.0 o
(0]
- ]
1974 157 89.9 0.6 9.5
totaj 399 261.5 5.3 33.2
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Algunos estados de la Repiblica Mexicana presen-
tan mayor incidencia de rabia en relacidn a otros es-
tadosien lo que se refiere al Estado de México,algu--
nos de los datos estadisticos obtenidos en los afos
de 1974 a 1979 indican que:

Del afio de 1974 al afio de 1978 se presentaron 41
defunciones por rabia en humanos(26).

En los afos de 1977 y 1978, se utilizaron 8,273-
tratamientos completos para humanos, y 1,021 trata---
mientos incompletos{constando el tratamiento de 14 di
as),para los cuales se utilizaron un total de 121,540
dosis de vacunaf{26).

En el afio de 1979 en los meses de enero a julio
a su vez se detectaron un total de 202 casos positi--
vos a rabia en perros(26).

Toda esta recopilacidon de datos, desperté en no-
sotros un interés acerca de la rabia en México.

Enfocando el problema a nivel de la prevencién -
de la rabia, decidimos iniciar un estudio de algunos
de los productos profilacticos utilizados para el con
trol de l1a rabia en nuestro pais.Basamos nuestro estu
dio en una muestra representativa de los productos u-
tilizados en México y comprobar el grado de prote----
¢cion que pueden dichos productos conferir a los ani
males vacunados.

En lo que se refiere al estudio de neurotropici-
dad de la vacuna V- 319 Acatlédn,decidimos estudiarlo

debido a que era una fase del estudio de esta vacuna
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en perros, que no estaba completo.Se habia efectuado

la prueba de neurotropicidad utilizando la via de i-

noculacidn en la salida de los nervios cervicales pe-
ro no se habia efectuado la inoculacibn en nervio cié
tico quizd debido a la gran cantidad de trabajo invo-
lucrado en esta prueba.La oficina de Control de Medi-
camentos no exige esta prueba ni muchas otras que tes
tifiquen la calidad de las vacunas antirrdbicas em---
pleadas en México, quizd porque son vacunas desarro--
Tladas en otros paises y ya las han efectuado cuando-
solicitan registro en México.Este no es el caso con -
1a vacuna V-319 Acatldn que se desarrolld en el pro--
yecto FAU-INIP en nuestro pais dado que se intenta u-
tilizar esta vacuna a nivel internacional, esta prue-
ba estaba pendiente e intentamos que nuestra colabora

cion ayude a este fin.



MATERTAL ¥ METO0DOS
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Inmunidad Contra Vacunas Antirrdbicas.

1.- Animales experimentales,

a) Se seleccionaron 57 perros de diferentes eda-
des, vacunados por primera vez 0 hasta un afo antes--
contra la rabia. 32 de estos perros se muestrearon -
en clinicas particulares y 25 en tos Centros Antirra-
bicos de Atizapdn, Cuautitldn y Ecatepec.

b)Ratones lactantes de 1 a 3 dias de nacidos, al
binos suizos CD-1 procedentes del bioterio del Insti-

tuto Nacional de Investigaciones Pecuarias, SARH.

2.-Vacunas empleadas: Se colectaron muestras de las -
vacunas mds empleadas en las clinicas particulares y-
centros antirrdbicos con el fin de determinar su cali
dad y tener una idea del manejo a que han estado suje
tas, para este fin se obtuvieron muestras en 1os labo
ratorios productores, muestras de los mismos lotes en
las farmacias veterinarias y en los consultorios par-
ticulares en donde se colectaron también las muestras
de sangre de Tos perros.

Las vacunas colectadas fueron:

a}) Vacuna de virus inactivado con 2.5% de suspen
si6n de cerebro de ratdn lactante tipo Fuenzalida(Gor
tie).

b) Vacuna de virus vivo modifcado producida en -
cultivos cetulares, cepa V 319(Pronabive).

¢)Vacuna de virus vive modificado producida en -
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cultivos celulares, cepa Roxane(Anchor).

d) Vacuna de virus vivo modificado producida en -
embridn de pollo, cepa Flury bajo pasaje(Hoechst).

Las vacunas liofilizadas fueron reconstityidas -
con agua destilada y diluida con Baps * para efec---
tuar la prueba de Habel (19}.

1.- Métodos experimentales.

El criterio de seleccidon de los perros tanto en
clinicas particulares como en los antirrdbicos fué el
que se tratara de perros clinicamente sanos, con una
historia de vacunacidn antirrdbica reciente y de pre-
ferencia animales vacunados solamente una vez.Debido
a que en las clinicas particulares s6lo se sangraron
perros sanos, esto restringid la seleccion de anima-
les de los que iban a peluqueria, limpieza, revacuna-
cidn antirrdbica o alguna otra causa.En los antirrdbi
cos también la seleccidn elimins a un gran nimero de
animales pues sdélo se sangraron los perros que tenian
historia de vacunacidon reciente y datos especificos--
del animal, generalmente el propietario presentaba el
certificado de vacunacibn y aportaba los datos sobre-
el animal.

A cada animal seleccionado para incluirse en el
estudio se le elabord una hoja clinica, anotando tam-
bién la historia de vacunacidn antirrdbica del animal.
* Solucidn salina fosfatada 0.1 M ph 7.0 conteniendo
0.5% de albimina bovina fraccidn V adicionada de 50--

U.l. de penicilina y 5 mg de estreptomicina por ml.
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Se efectud un examen clinico del perro incluyén-
dose en el estudio solamente los que se encontraron--
clinicamente sanos.

De cada perro se obtuvo una muestra de sangre de
10 m1, utilizando un tubo Vacutainer y aguja desecha-
ble nuevos para cada animal.Esto Gltimo como precau--
cién para evitar transmisidn de enfermedades de un a-
nimal a otro.

Cada animal fue asignado a un grupo de acuerdo -
con su edad , tipo de vacuna empleada en &1 y el tiem
po transcurrido desde su altima vacunaciodn.

Cada muestra de sangre se dejd coagular con el--
fin de que se retrajera el codgulo.Se centrifugd a --
2000 rpm durante 10 minutos y se decantd el suero.

Cada muestra fue etiquetada y congelada a -20°C-

hasta el momento de efectuar las pruebas subsecuentes-

2.-Prueba de seroneutralizacion.

Para determinar la tasa de anticuerpos en las --
muestras de suero, se efectud una prueba de seroneu--
tralizaci6n con diluciones de suero y virus constante-
(3).Brevemente explicaremos que se efectdan dilucto--
nes quintuples de suero, incluyendo 4 diluciones 1:5,
1:25,1:125 y 1:625 de cada uno de los sueros gque se -~
probaran, estas diluciones de suero se mezclan con un
volimen igual de una dilucidn de virus rdabico estan--
dard de confrontacién{CVS)* que contenga entre 200 y

2000 dosis letales 50(DL 50) para ratdon en 0.03 ml,--
* Obtenido del Instituto Wistar de Filadelfia E.

t.u.u.
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segln se determina por una titulacidn previa.

La mezcla suero-virus se mezcla por agitacion,--
se incuba en bafio Maria a 36"C durante media hora.Al-
término de este lapso se transfiere a un bafioc de hie-
o y se inocula un grupo de 6 ratones por via intrace
rebral con 0.03 ml de cada muestra virus-suero.fn ca-
da lote de 10 sueros incluidos en una prueba tipica,-
se agregan los siguientes controles: un control de --
suero positivo conocido, un control de suero negativo
conocido y 2 titulaciones de virus,una con las dilu--
ciones de virus mantenidas en hielo hasta el momento-
de Va inoculacién y otra en la que las diluciones de
virus se incuban en bafio Maria junto con las dilucio-
nes de suero.lLos ratones se observan diariamente du--
rante 21 dias anotdndose las muertes después del sex-
to dia post-inoculacidn como especificas de rabia.El-
titulo del suero se expresa como dilucidn de suero ca
paz de proteger al 50% de los ratones de la dosis ---

constante de virus CVS(3).

3.-Preparacidn del lote de trabajo del CVS.

Con la finalidad de partir siempre de un mismo -
lote de virus CVS en las pruebas de seroneutraliza---
cion(SN),se preparé un lote de trabajo siguiendo el -
siguiente procedimiento:

E1 contenido de las ampollas de virus de referen
cia se descongeld bajo el grifo del agua fria y dilu-

irse al 1:2 con el diluyente de suero de caballo al -
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2% con el cual se obtiene una suspension al 10%, esta
se considera 10'1.E] liquido sobrenadante se 1leva a
una dilucidn 10'3 del virus y se inoculd por via in--
tracerebral 0.03 ml de una dilucidn a 300 ratones de
21 dias.Para obtener una preparacién de trabajo de ti
tulo elevado a partir del virus de referencia Tiofili
zado,conviene efectuar 2 pases en ratén y emplear co-
mo CVS de trabajo el producto del segundo pase.Los --
signos de pardlisis aparecerdn entre los 6-10 dias.--
Cuando el ratén inoculado estd totalmente paralizado-
pero adn respira, se sacrifica, se extrae el encéfalo
y ss congela inmediatamente con nieve carbdénica en un
recipiente pequefio.lUna vez terminada la cosecha, al
102 dia de la inoculacidn se descongelan todos los -
cerebros, se pesan y se trituran en un homogentzador-
frio efectuando ciclos de homogenizacion de | minuto-
seguidos de 3 minutos de reposo para evitar calenta--
miento.En el curso de Ta trituracidon se afade poco a
poca el diluyente frio de suero de caballo al 2% nece
sario para obtener una suspensidn al 20%.Se da a la -
suspensidn un ndmero de lote y, sin agitar ni centri-
fugar se distribuye en ampollas, yue se cierran a la
flama, se congelan con rapidez y $e conservan a tempe
ratura de la nieve carbdénica{a -70"C aproximadamente)

(28).

4.-Titulacion de) lote de trabajo del virus CVS.

Una vez preparado el lote de trabajo de VS, se-
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descongeldé una ampolleta, se centrifugd a 500 rpm du-
rante 5 minutos para sedimentar particulas gruesas y

se recuperd el sobrenadante con una pipeta.Este sobre
nadante se diluyd 1:2 o sea 10'1 por contener el 10%

de tejido nervioso, a partir de esta primera dilucion

2 hasta 1078

se efectuaron diluciones decimales de 10~

Con cada dilucidn se inoculé un lote de seis ra-
tones de 21 dias por via intracerebral con 0.03 ml y-
se observaron durante 21 dias como se menciond ante--
riormente.E1 titule de virus se calculé por el método
de Reed and Muench(25), y sirvidé de base para calcu--

lar la dilucidn que contenia 2000 DLy, para el ratén

con 0.03 m?! para ‘'a prueba de SN.

5.-Titulacibn de&‘s vacunas.

Las muestras de vacunas obtenidas en los labora-
torios productores, en las farmacias veterinarias y -
lTos consultorios fueron tituladas de manera diferente
segln el tipo de vacuna de que se traté.

La vacuna cepa V 319 se tituld en prueba de via-
bilidad utilizando ratones lactantes de 1-3 dias.

La vacuna Flury de bajo pasaje y la cepa Roxane-
se titularon en ratones de 21 dias y a la vacuna inac
tivada tipo Fuenzalida se le determind el indice de -
proteccidn conferido de acuerdo a la prueba de Habel
(19).

La prueba de Habel consiste, brevemente en vacu-

nar a 20 ratones de 21 dias por via intraperitoneal--
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con 6 dosis de 0.25 ml conteniendo 0.5% de tejido ner
vioso.Los animales se vacunan: lunes, miércoles y ---
viérnes durante 2 semanas y se mantiene un lote de 15
ratones no vacunados como testigos.l4 dias después de
Ta G¥tima vacunacién se desafia a los ratones vacuna-

dos con diluciones del virus CVS que van de 10'3 a 10

-6 usando 5 ratones por dilucidn.Los ratones testigos
se inoculan con las diluciones 107° a 1077.Se observa
a los ratones durante 21 dias mids, anotdndose diaria-
mente la mortalidad por rabia.El indice de proteccidn
conferido por la vacuna se calcula por la diferencia-
de titulo observada en ratones vacunados en compara--
cién con los testigos.Por ejemplo s) el virus titula-
107 DL50 en los testigos y 103 DL5O en ratones vacuna
dos, restando un titulo del otro(107 - 103) nos arro-

ja un indice de proteccidn de 10,000(104).

Prueba de neurotropicidad de 1a semilla maestra V 319-

Material:
1. -Equipo quirdrgico.

Se empled un equipo de cirugia blanda, campos, -
batas y guantes quirirgicos.Se utilizaron 2 tiposde ma
terial de sutura{catgut para tejido muscular y fascias_

y nylon para piel).La anestesia se efectud con un apa
rato de entubacidon con Halotano.
2. -Material de conservacidon de muestras.

Las muestras para histopatologia se fijaron en --
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formol boferado al 10%.Las muestras para cortes por --
congelacién fueron congeladas rdpidamente en Fredn 22-
(monoclorodifluorometano), previamente enfriado con --
nitrogeno liquido a -90"C.Las muestras se colocaron en
cajas de Petri desechables de plistico de 60 mm de did
metro, se sellaron, etiquetaron y se transportaron S0~
bre un bloque de hielo seco en una caja aislada hasta
el congelador REVCO a -70°C donde se conservaron hasta
el_momento de hacer el estudio de las mismas.

3.-0tros materiales:

La inoculacidn se efectud con jeringas de tubercy
lina, se contd con equipo de necrapsias %ncluyendo una
sierra elégtrica réciprocante para cortar hueso.
VIRUS.

Se emplearon 9 ampolletas de semilla maestra de -
vacuna V 319 proporcionadas por el laboratorio de in--
vestigacion sobre produccidn de bioldgicos del INIP.
Animales experimentales,

1.- Perros:Se selecciond un lote de 15 perros raza Bea
gle procedentes de 1a colonia de perros del INIP,SARH.

Estos perros no habian sido vacunados contra ra--
bia y eran seroldgicamente negativos a anticuerpos ri-
bicos.La edad de los perros fluctuaba entre los 3-6 me
ses.Los animales fueron separados en corrales de made-
ra en unidades de aislamiento.Dada la naturaleza de la
prueba y la poca disponibilidad de unidades de aisla--
miento, los 15 perros se alojaron en una séla unidad,

subdivididos en 3 corrales con 5 perros cada uno y se-
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identidicaron indivudualmente por tatuaje en Ta oreja.
2.- Ratones:lLos ratones empleados para la prueba biolg
gica de las muestras fueron albines cepa CD-I de 21 di
as de edad con 11 gramos de peso corparal proceden--
tes del bioterio del INIP..
Procedimiento Experimental..
1.- Los animales fueron divididos en 2 grupos.Un grupo
testigo compuesto por 6 perros y un grupo tratado for-
mado por 9 perros..
2.- Se sometid a todos los animales a una preparacion-
preoperatoria.

a)Examen clinico e identificacidn{tatuaje).

b)Aplicacifn de preanestésicos{atropina) e indu--
ccidon con pentotal sdodico para su posterior intubacidn
para Halotano.

c)Asepsia de la regidn quirirgica.
3.-E1 nervio cidtico se expuso gquirirgicamente y se in
filtré con una ampolileta de semilla maestra V319 Aca--
tlan reconstituida en 0.3 ml de solucidn salina bofera
da.Este procedimiento se aplicd al lote de perros tra-
tados.

Al lote testigo, sdlo se le infiltrd 0.3 ml de --
solucidn salina boferada.
4.- Obtencidon de muestras:

En Yos dias 1,3,5,10 y 15 post-inoculacién, se sa
crificé un perra tratado y un testigojobteniéndose las
siguientes muestras de cada animal:

-Nervio cidtico del lado inoculado.
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-Médula espinal porcibn lumbar.

-Médula espinal porcidn tordxica.

-Médula espinal porcidn cervical.

~Cerebelo.

-Corteza ceréhral.

-Asta de Ammdn.

A las muestras obtenidas se les dividié en 2 par-
tes,una de las cuales se fijoé en formol boferado al 10_
% y la otra se congeld en Fredn 22 a -90°C para histo-
patologia e inmunofluorescencia respectivamente.Se to
mé una muestra adicional para inoculacion de ratones,
1a cual se guardd en fresco en el congelador.

Los perros restantes(4 inoculados y un testigo)se
observaron durante 6 meses, con el fin de determinar -
si desarrollaban la enfermedad.Terminado dicho lapso--
,» se sacrificaron, se colecté el mismo tipo de mues---
tras,las cuales se trabajaron de manera similar a las
anteriores.
5.-Estudio de las muestras.

Las muestras fueron estudiadas de acuerdo a 3 mé-
todos diferentes: Inmunofluorescencia, Hostopatologia
e inoculacidn de ratones(prueba bioldgica para dete---
ccidon del virus)

a)Inmunofluorescencia.

Esta prueba fue incluida por su especificidad ya
que se lleva a cabo utilizando anticuerpos ribicos mo-
noespecificos separados de un suero hiperinmune y mar-

cados con un fluorocromo,en este caso fue el Isotiocia
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nato de fluoresceina al cual se denomina conjugado.El
conjugado estd constituido por anticuerpos rébicos fun
cionales{principalmente IgG) marcados con el colorante
fluorescente también funcional.Cuando los anticuerpos-
encuentran el antigeno rdbico en la preparacidn, se ad
hiere a &1, marcidndolo de esta manera con el fluorocro
mo que puede detectarse en un microscopio equipado con
un sistema de iluminacidn especial.El microscopio em--
pleado para la deteccion de la fluorescencia en las la
minillas, estd equipado con una lidmpara de vapor de --
mercurio de alta presidn cuya emisidn de luz es espe-
cialmente rica en luz ultravioleta.A continuacidn se -
coloca un filtro excitador BG 12 que deja pasar sola--
mente luz azul y ultravioleta que se hacen coincidir -
sobre la muestra mediante un condensador cardioide de
campo obscuro.Antes de que Ta luz 1legue a 108 0jos --
del operador del microscopio se intercala un filtro ba
rrera VG 52 que absorbe la luz azul y ultravioleta,
pero deja pasar la luz generada en la preparacidn por
el fluorocromo y que es de mayor longitud de onda.

Los antigenos que reaccionan con el conjugado apa
recen a la luz ultravioleta como particulas brillantes
de color verde manzana o amarillo verdoso sobre un fon
do obscuro que puede o no contener material fluorescen
te no especifico.E1l conjugado puede adquirirse liofi1l1i
zado en el INIP y se conserva en refrigeracidn mucho-
tiempo sin deteriorarse, antes de ser reconstituido.

La calidad de la fluorescencia depende sobre todo
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siempre que se disponga del equipo microscdpico adecua
do,de la calidad del conjugado.

Con las muestras congeladas en Fredn 22 se efec--
tuaron cortes de 8 a 10 micras de grosor en un criosta
to mantenido a -20°C, se recuperaron 10 cortes de cada
muestra, tomando 2 cortes por laminilla, se dejaron se
car al aire y se fijaron durante 15 minutos en acetona
a -20°C.Las laminillas fijadas se dejaron secar al ai-
re y 1legar a temperatura ambiente,se delimitdo el a-
rea deltejido con barniz para uhfas.

E1 conjugado liofilizado se reconstituy6 hasta su
yollmen inicial afiadiéndole agua destilada estéril,.Se-
afiade la cantidad deseada del conjugado reconstituido-
al voldmen apropiado de suspensidn de encéfalo de ra--
ton normal o infectado.Por ejemplo si la coloracidn ob
tenida con una dilucidn final del conjugado al 1:40 es
satisfactoria, se afiade 0.1 ml de conjugado a 3.9 ml -
de suspensidn de encéfalo de ratdn.El conjugado no di-
Tuido restante se conserva a 4°C hasta que se utilice-

de nuevo.

E1 conjugado diluido se puede conservar en refri- -

geracidn y utilizarse durante una semana,

La técnica que se utiliz6 es la tincidn directa y
y la funcifn del CVS es la de absorber los anticuerpos
especificos,con lo cual serd posible determinar el gra
do de tincién inespecifica que produce el conjugado en
la muestra en estudio.

La mezcla de conjugado con CVS se coloca en el =--



- 43 -
corte mds alejado de la etiqueta del portacbjetos y la

mezcla de cerebro normal con conjugado en la mads cerca
na.Con cada serie de pruebas se incluyen testigos posi
tivos y testigos negativos conocidos.Se tifieron y exa-

minaron 4 laminillas de cada muestra.

Para considerar como positiva una muestra, los --
testigos negativos deben ser negativos en ambos cortes-
los testigos positivos deben ser negativos en el lado-
tefiido con CVS y conjugado y deben ser positivos en -
el lado tefiido con cerebro normal y conjugado.De la --
misma manera la muestra debe ser positiva sdlo en el-
lado tenido con cerebro normal y conjugado.Es importan-
te aplicar este criterio de manera estricta debido a -
que la fluorescencia inespecifica es mas alta en cor--
tes de tejido que en improntas.

ton las muestras fijadas en formol, se procedid a
su inclusidn en parafina corte de 5 a 10 micras de es-
pesor y tincidn con Hematoxilina-eosina o con floxina-

Esta parte del trabajo fue realizada por el Sr. -
Guillermo Barreto, en el departamento de histologia --
del INIP,SARH.En estos cortes se buscaron las siguien-
tes caracteristicas:

a)Signos de meningoencefalomielitis, es decir, me
ningitis, infiltracién meningea, manguitos perivascula
res, infiltracidn parenquimatosa, formacidn de nédulos
rdbicos{nédulos de Babés o probables manguitos perivas
culares) e infiltracidn ganglionar con satelitosis y -

neuronofagia(lesiones de Van Gehuchten y Nélis).
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stas lesiones son demostrativas de encefalomielitis.

b) Lesiones especificas.En los distintos grupos
de Neuronas se buscardn corpiisculos de Negri.

Los corpusculos de Negri se hallan sobre todo‘en
la capa piramidal del cuerno de Ammén o Hipocampo en -
ta circunvolucidn inferior y en la capa media de las -
Neuronas ganglionares del cuerno de Ammdn y, con menor
frecuencia en las células de Purkinje del cerebelo, la
zona motora de la corteza cerebral y los niicleos bulba
res.

La presencia de los corpiisculos de Negri permiten
establecer un diagnéstico segquro de rabia.

Con las muestras congeladas en fresco se hizo la-
prueba bioldgica de inoculacidn en ratdn.

Cada muestra se pesd: agregdndole un volimen en -
mililitros, igual a 4 veces su peso en gramos, de Baps
las muestras se trituraron manualmente utilizando un -
mortero estéril y pistilo para cada una.La suspensibn-
asi obtenida ée centrifugd, se colectd el sobrenadante
y con este se inoculd un lote de 6 ratones de 21 dias-
por via intracerebral con 0.03 ml.

Los ratones inoculados se observaron diariamente-
durante 21 dias, registrindose los resultados.

Si ocurrieran muertes de ratones con sintomas de-
rabia, se colecta asépticamente el encéfalo y se efec
tda una prueba de IF con conjugado monoespecifico de -
rabia para asegurar la presencia de virus rdbico en la

muestra.
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Resultados de las pruebas de inmunidad contra vacunas
antirrdbicas
Los resultados obtenidos de las pruebas de seroneutra-
lizacién para determinar la tasa de anticuerpos en las - -
muestras de suero obtenidas de 1o0s perros vacunados en =--
consultorios particulares y centros antirrdbicos se muestran

en los Cuadros N° 1.2.3 y Cuadros N°4 y 5 respectivamente.

Los dateos obtenidos de la titulacidon de vacunas por-
medio de 1a prueba de virus viable para vacunas de virus
vivo y la prueba de potencia de Habel para vacunas inac-
tivadas, se observan en los cuadros N°6,7,8 y 9.

Haciendo un andlisis general de estos cuadrds, obser
varemos una variedad de resultados, por ejemplo, en perros
vacunados en consultorios particulares con el tipo de va
cuna Gortie los resultados independientemente de la edad
del animal, el nimero de vacunaciones y el tiempo transcu
rrido desde la {(ltima vacunacidén se observan titulos bajo§
como por ejemplo: menor a 1:5, 1:25 y 1:56 (Cuadros N°1 -
y 2) Por otro lado, se observan sélo 5 casos de 20 estudia
dos de buenos titulos con esta vacuna en un perro de 3.6
afios con tres vacunaciones y titulo mayor a 1:125 (Cuadro
N°1), otro perro de 4.4 afios con 3 vacunaciones y titulo-
de mayor a 13125 y un perro de 5.7 afios con 4 vacunaciones
y titulo de 1:125 (Cuadvro N®2). Un perro de 10.3 afios con
una vacunacidén y titulo mayor a 1:125; asi como, otro pe-
rro de 12 afios con 12 vacunaciones y titulo de 1:125 (Cua

dro N°3).



- 46 -

Estos resultados se asocian a los obtenidos en la ---
prueba de potencia de esta vacuna obteniendo titulos de -
101'11 1.P. {Indice de Proteccidn}, 100'31 I.P. y 100‘91
I.P. Cuadro N°9.

En perros vacunados también en consultories particula
res con el tipo de vacuna Pronabive, se observa que los -
11 sueros obtenidos, arrojan titulos que van desde 1:125-
hasta mayor a 1:625. Cuadros N°1,2 y 3. Asociandose es-
tos resultados a los obtenidos en la titulacién de la va-

cuna se observan titulos de 105'38 5.35

5.45

D1 50/ ml, 10 Dlso/

mt y 10 D1 ¢4/ ml. (Cuadro N°6).

Otro suero obtenido de un animal vacunado con Sanfer
(cepa ERA), se obtuvo un titulo mayor a 1:625. Cuadro N°
1.

En perros vacunados en centros antirrdbicos, se uti-
liza generaimente el tipo de vacuna Anchor, cuyos titulos
difieren por las caracteristicas particulares de cada --
caso (Cuadros N° 4 y 5) se observan titulos que van desde
1:125 hasta mayor a 1:625.

S610 en dos perros de 22 muestreados con este tipo de
vacuna, arrojaron valores de SN de 1:40 de un perro de 1
afio con 1 vacuna aplicada intramuscularmente (Cuadro N°4);
y un perro de 4 afios con dos vacunaciones por via intra--
muscular con un titulo de 1:75 (Cuadro N% 5).

Los resultados de la titulacidn de la vacuna son de

3.97 4.81

10 D1 4o/ m1, 104301, /mi y 10 4.81 Dlgg/ m (Cua -

dro N°7).
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Otros datos son de un perro de 3 afios con tipo de va-
cuna IB (Industria Bioldgica) y titulo de 1:625% (Cuadro -
N°5). Perro de un afic vacuna tipo Pronabive con titulo de
1:125 (Cuadro N°4), perro de 2 aios, vacuna tipo Gortie -
con titulo de 1:625 (Cuadro N°4)

Otra de las vacunas tituladas fue la vacuna tipo Hoe-

chst, cuyos titulos son de 103-72 03-97

D]SO/ml y 1 0150/m1
{Cuadro N°8). No se incluyeron sueros de perros vacunados
debido a que es una vacuna poco utilizada en clinicas par
ticulares y centros antirrdbicos,

E1 nimero de muestras obtenidas asi como sus respecti
vos titulos, se restmen en el cuadro N°10.

Resultados de la prueba de neurotropicidad de la se--

semilla maestra V-319.

En la seleccién de 15 perros utilizados en la prueba,
los resultados obtenidos de las pruebas de seroneutraliza
cidn para detectar anticuerpos ridbicos, se obtuvieron ti-
tulos negativos (menores a 1:2 y menores a 1:5)

En el exdmen coproparasitoscopico por flotacidn (7),-

se detectd la presencia de Ascaris (Toxocara canis) en --

tres perros del lote utilizado:por razones de manejo, se
desparasitd todo el lote con Dietil Carbamazina (Caricide)
a razén de 40 mg/Kg de peso (20)

En el ex@men clinico pre-operatorio, se observaron re-
sultados homogéneos en cuanto a edad (3 y 6 Meses), peso-
(7 a 10Kg.), temperaturas normales (38.4°C y 39 °C) y con
un buen estado general de carnes en todos ellos. En la -

revisién de ojos, boca, nariz, orejas, mucosas, piel y pa-



- 47 -
tas, no se observaron cambios patolégicos aparentes. En
la auscultacion del aparato cardiovascular asi como, el -
respiratorio, no se detectd alteracion alguna, obteniendo
constantes normales (86 - 185 /minuto y 16 - 24 /minuto -
respectivamente (12).

El aparato digestivo y urinario no mostraron altera--
cion alguna, observandose un excremento pastoso en todos-
los perros y una orina clara sin cambios patoldgicos apa-
rentes.

Durante el acto quirirgico, seexpuso el nervio cidtico
de los animales con el minimo trauma quiridrgico que esto -
suponga, asi como, la lesidén provocada al nervio cidtico-
al aplicar 100 dosis de semilla maestra (10 8'5) en 0.3 ml
de diluyente; que a la postre,provocara la claudicacion -
del miembro intervenido durante 5 a 10 dias post-interven
cion quirirgica, tanto en los tratados como en los testi-
gos. Este sintoma fué atribuido al trauma quirirgico.

En la etapa post-operatoria, se observaron todos los
animaltes in situ diariamente hasta el término de la prueba.
Esta observacidn se 1imitd a su comportamiento en general,
consistencia de heces fecales y estado de carnes.

E1 sacrificio de los perros (previo examen clinico com
pleto) se realjzd aplicando una sobre - d6sis de Pentobar-
bital Sddico por via intravenosa hasta producir paro respi
ratorio, procediendose posteriormente al desangrado en -
blanco por seccidn del paquete arterio -venoso cervical por
degollamiento.

En ninguno de los animales de la prueba se encontréd al-
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teracion alguna durante su exdmen clinico post-quirirgico
Yy pre-sacrificio para la necropsia.

En la necropsia de todos los animales de la prueba, la
Gnica alteracidn que se encontrd, fueron las reacciones -
inflamatorias del nervio cidtico en el sitio de la inocul-
acion s6lo en los perros sacrificados al 1°, 3°, 10°y 15°
dia post - inoculacidn,.

Por razones de identificacidon, se inoculé el nervio -
cidtico del miembro derecho; y se dejaron las suturas de
nylon hasta el momento del sacrificio.

Los resultados obtenidos en las pruebas realizadas, es
como sigue: .

Prueba de Inmunofluorescencia.

En ésta prueba, de cada muestra de tejido, se hicieron
4 cortes por congelacién a - 20°C, aplicando la técnica de
tincidon descrita anteriormente, observamos algunos datos -
de fluorescencia dudosa; la cudl, fue evaluada al momento
por mis de una persona capacitada en esta prueba, desmin-
tiendo nuestras sospechas. Sin embargo, observamos fluores
cencia positiva en las muestras siguientes:

- Médula espinal lumbar. Perro N°03 sacrificado -

24 horas post-inoculacidn. Cuadro N®11].

- Nervio cidtico, médula espinal cervical y cere-
belo, Perro N°28 sacrificado al 15°dia post - -
inoculacion. Cuadro N°15,

- Cerebelo. Perro N°7 sacrificado a Tos 6 meses-
post- inoculacidn. Cuadro N®17.

Estos resultados positivos fueron reevaluados por per
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sonal con experiencia en éste tipo de prueba.

En las muestras restantes, no se detectd fluorescencia
especifica. <Cuadros N°11 al Cuadro N°18.
Prueba de Histopatologia.

Para esta prueba diagnéstica, se realizaron dos cortes
histologicos por muestra de tejido aplicando las tinciones
de Hematoxilina Eosina (H.E.) y Floxina (F1)., Ademds de -
tener una laminilla positiva como referencia en los cortes
histélogicos de la prueba; los cuales arrojaron resultados
negativos en todas las muestras trabajadas. Se observaron
un total de 105 laminillas tenidas con Hematoxilina Eosina
(H.E.) y 105 tefiidas con Floxina (F1). Cuadro N°11 al Cua
dro N°18.

Prueba bioldgica de inoculacibén en ratones.

En ésta dltima prueba, con cada muestra de tejido se -
inocularon 6 ratones de 21 dias y se observaron diariamen
te durante 21 dias. En el transcurso de esta prueba, mu-
rieron algunos ratomes a partir del 4°dia post-inoculacion.
A estos ratones se les extrajo el cerebro y se sometieron
a exdmenes de inmunofluorescencia arrojando resultados ne
gativos; por lo tanto, la causa de su muerte se atribuyd
a encefalitis diferentes a rabia.

Todos los ratones al final de la observacion demostra

ron una negatividad absoluta. Cuadro N°11 al Cuadro H°18.



Cuadro N°1

PERROS VACUNADOS EN CONSULTORIOS PARTICULARES

EDAD TIPO DE N® DE VIA DE | TIEMPO TRANSCURRIDO DESDE]RESULTADOS DE LA PRUEBA
VACURA * | VACUNACIONES { APLICACION LA ULTIMA VACUNACION DE SERONEUTRALIZACION
10 meses Pronabive 2 Subcutanea 6 meses 1:625
1 afio Gortie 1 Subcutdnea 9 meses menor a 1:5
1.3 afles Gortie 1 Subcutdnea 1 afio ménor al:5
1.3 aflos Pronabive 2 Subcutanea 3 meses 1:625
1.5 aﬁos? Gortie 1 Subcutanea 11 meses menor a 1:5
1.10 afios Gortie 1 Subcutdnea 3 meses menor a 1:5
1.10 afios Pronabive 2 Subcutanea 7 meses mayor a 1:625
2 afios Gortie 2 Subcutdnea 6 meses menor a 1:5
2 afios Gortie 1 Subcutdnea 4 meses mayor a 1:25
2.9 afios Gortie 2 Subcutdnea 8 meses menor a 1:5
3 anos Sanfer 3Y Intramusculan 5 meses mayor a 1:625
3 afios Gortie 3 Subcutdnea 11 meses menor a 1:5
3 anos Pronabive 3 Intranusculan 4 meses mayor a 1:625
3.0 afos Gortie 3 Subcutanea 4 meses mayor a 1:125

L.
st

a columna se refiere solo a la Gltima vacuna empleada en estos animales.

-OS_



Cuadro N° 2

PERROS VACUNADOS EN CONSULTORIOS PARTICULARES

- 51 -

EDAD VACINA™F | VACUNACIONES | APLICACION | | LA ULTIMA SACUNACION " | " O SERONEUTRAL ZACTON
3.6 afios Gortie 2 Subcutanea ___2 meses menor a 1:5
4 afios Pronabive 3 ntramuscular) 9 meses mayor a 1:625
4 afios Gortie 4 Subcutdnea 4 meses menor a 1:5
] 4 afos Pronabive 4 Intramuscular 11 meses 1:625
|4 aios Pronabive 4 Subcuténea 7 meses 1:400
L 4 afios Pronabive 5 Subcutdnea 6 meses 1:131
4.4 aiios Gortie 3 Subcutanea 1 afio mayor a 1:125
;ﬁ_ 5.7 arios Gortie 4 Subcutdnea 11 meses 1:125
é 5.9 afios Gortie 5 Subcutdnea 10 meses menor a 1:6
; 6 afios Pronabive 6 Subcutdnea 2 meses 1:125
l 7 afios Gortie 8 Subcutdnea 1 afio menor a 1:5
[j 8 afios Gortie 8 Subcutdnes 7 meses 1:56
é 9 afios Gortie 9 Subcutinea 1 1 afo 1:56
10 afos Gortie 10 Subcutinea 1 afo menor a 1:5

*a columna se refiore

solo a la nltima vacuna empleada on estos animales.




Cuadro N-3

PERRGS VACUNADOS EN

CONSULTORIOS PARTICULARES

EOAD | UACUNA+ |VACUNACIONES| APLICACION | | LA ULTIMA VACONACIOR | DF SERONEUTRALIZACION
10.3 afos Gortie 1 Subcutanea 9 meses mayor a 1:25
-
12 afos Gortie 12 Subcutdnea 11 meses 1:125
12 afios Pronabive 9 Subcutanea 2 meses mayor a 1:625
12 afios Pronabive 10 Subcutanea 10 meses 1:625

* £sta columna se refiere solo a la Gitima vacuna empleada en estos animales.

—ZS_



Cuadro N° 4

PERROS VACUNADOS EN CENTROS ANTIRRABICOS

EDAD TIPO DE N? DE VIA DE | TIEMPO TRANSCURRIDO DESDE|RESULTADOS DE LA PRUEBA
VACUNA * | VACUNACIONES | APLICACION LA ULTIMA VACUNACION DE SERONEUTRALIZACION
5 meses Anchor 1 Subcutanea 13 dias 1:400
5 meses Anchor 1 Subcutanea 3 meses 1:240
5 meses Anchor 1 Subcutdnea 3 meses 1:125
8 meses Anchor 1 Intramuscular] 7 meses mayor a 1:625
11 meses Anchor 1 Subcutanea 11 meses 1:125
11 meses Anchor 1 Subcutdnea 5 meses mayor a 1:625
1 afio Anchor 1 Subcuténea 10 meses 1:625
1 afio Anchor 1 Subcutdnea 10 meses 1:625
1 afio Anchor 1 Intramuscular 7 meses 1:40
1 afios Pronabive 1 Subcutanea 5 meses 1.125
1.1 afios Anchor 1 Intranuscular 7 mes 1.154
1.6 afios Anchor 2 htramuscular] 1 meses 1:154
2 afias Gortie 1 Intramuscular] 4 meses 1:625
2 anos Anchor 2 Entramuscular 11 meses 1:625

* Esta columna se refiere solo a la (1tima vacuna empleada en estos animales.

_ES-



Cuadro N°5

PERRDS VACUNADOS EN CENTROS ANTIRRABICOS

EDAD TIPO OF .-‘i‘.’ Bt VIA DE | TIEMPO TRANSCURRIDO DESDE|RESULTADOS OE LA PRUEBA
VACUNA * | YACUNACIONES { APLICACION LA ULTIMA VACUNACION DE SERONEUTRALIZACION
2 afios Anchor 2 Intramuscular 6 meses mayor a 1:625
2.6 afios Anchor 2 Subcutdnea 1.2 meses 1:240
3 afios 1.8. 5 Subcutdnea 9 meses 1:625
3 ahos Anchor 2 Subcutdnea 6 meses 1:625
3.5 afos Anchor 4 Subcutdnea 6 aflos 1:400
4 afios Anchor 2 Intramusculan 5 meses 1:75
5 afios Anchor 2 Intramuscul ar] 10 meses 1:200
6 anos Anchor 4 Intramusculan 2 meses mayor a 1:625
7 afos Anchor 2 htramusculay] 10 meses 1:625
! 7 afios Anchor 4 Intramuscular 1 mes mayor a 1:625
8 afios Anchor 1 Subcuténea 5 meses menor a 1:125

* £sta columna se refiere solo a la G1tima vacuna empleada en estos animales.

- pG =
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Cuadro N°6

Vacuna Pronabive, cepa V-319/ Acatldn, de virus vivo atenuado en

cultivos celulares.

LABORATORIO FARMACIA CONSULTORIO
LOTE 139-9-80 81-80-6-80 81-59-4-80
5.38 5.35 5.45
TITULO 10 D?SO/ml 10 DTSO/ml 10 0150/m].

Animales Inoculades: Ratones lactantes de 1 a 3 dias.
¥ia Inoculacién : Intracerebral.

Cantidad Inoculada : 0.02 ml.

Dijuyente : BAPS
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Cuadro N°7
Vacuna Anchor, cepa Roxane, de virus vive modificado de alto

pasaje, producida en cultivo de tejidos celulares, estabili-

2ada y liofilizada.

LABORATORIO FARMACIA CONSULTORIO
LOTE D-0580-3 D-0580-3 D-0580-3
3.97 4.81 4.81
TITULO 10 D]solml. 10 D]so/ml. 10 D150/ml.

Animales Inoculados: Ratones de 21 dias.
Via de Inoculacidn : Intracerebral.
Cantidad Inoculada : 0.03 ml.
Diluyente : BAPS,
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Cuadro N°8

Vacuna Hoescht, cepa Flury de bajo pasaje,devirus vivo atenuido

cultivado en embridn de polle.

¥
LABORATORIO FARMACIA CONSULTORIO
LOTE 64-2-79 64-2-79 -0 -
3.72 3.97
TITULO 10 D]EO/ml 10 0150/m1 -0 -

Animales Inoculados : Ratones de 21 dfas.
Via de Inoculacidn : Intracerebral.
Cantidad Incculada : 0.03 ml.

Diluyente : BAPS, )

*Las vacunas para titulacion de esta seccidén, no fueron posibles de Toca—

lizar debido a la pobre demanda a que son efecto.
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Cuadro N°9
Vacuna Gortie, de virus inactivado con 2.5% de suspensidn de ce-

rebro de ratdn lactante tipo Fuenzalida.

LABORATORIO FARMACIA CONSULTORIO
LOTE 09 09 07
.11 0.31 0.91
TITULO 10 Dlsolml . 10 01 5O/ml .| 10 D1 50/m1 .

A estas vacunas se les determind el indice de proteccidn conferido de

acuerdo a la prueba de Habel (18).

E1 titulo del CVS de desafio fué de 10.7° D/ ml.




Cuadro N°10

Sintesis de los cuadros N°1 al N°9,

TIPO DE VACUNA
ANCHOR GORTIE PROMABIVE | SANFER 1.B.
TOTAL DE ANIMALES 22 21 12 1 1
MUESTREADOS
MENOR . 0 12 0 0 0
» |MAYOR
3 1:25 1 2 0 0 0
— [MAYOR
E 1:50 1 1 0 0 0
a 1:125 2 2 2 0 0
MAYOR
3 1:125 7 3 2 0 0
5 1:625 6 1 4 0 1
i~ |MAYOR
1:625 5 0 4 ! 0
TITULO DE LA VACUNA 4,81 0.91 5.45
(D1 50/ ml.) 10 10 10 -o0-* -0-

* Estas vacunas no se incluyeron para ser tituladas en el presente trabajo.

La vacuna Hoechst no se incluye en este cuadro debido a gue no se obtuvieron sueros.

-—GS-



Cuadro N°11
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"PERROS SACRIFICADOS 24 HORAS POST-INOCULACION

T 1 PO

D E

MUDESTRA

PRUEBAS
DIAGNOSTICO

NERVIO
CIATICO

MEBULA
ESPINAL
LUMBAR

MEDULA
ESPINAL
TORAXICA
MEDULA

ESPINAL

CERVICAL
CEREBELD
CORTEZA

CEREBRAL
ASTA DE

=2

<]
o)
o]

TESTIGO

(1) INMUNO -
FLUORESCENCIA

+

—
=
3 L)
(@]
[end

(2) PRUEBA EN
RATONES

1
I
Il
H
i

(3) HISTO -

PATOLOGIA H.E.|

{4) HISTO -
_ PATOLOGIA F1

{ o
i i m
"] ] ) =
. 2o

o

e

b

— el

INDCULADO

INMUNQ -
FLUORESCENCIA

PRUEBA EN
RATONES

HISTO -
PATOLOGIA. H.E]

HISTO -
PATOLOGIA _F1

(1)

¢ion a ~ 20°C.

(2)

U -

S SO T

[ T

De cada muestra de tejido, se hicieron cuatro cortes por congela-

Con cada muestra de tejido, se inocularon 6 ratones de 21 dias y-

se observaron durante un periodo de 21 dias antes de dar resulta-

dos.

(3)

(4) En esta prueba, se utilizé la tincion de Floxina (F1).

En esta prueba se realizd un corte histoldgico por muestra de te-
jido aplicando 1a tincidn de Hematoxilina Eosina (H.E.).
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Cuadro N° 12

PERROS SACRIFICADOS AL 3°DIA POST - INOCULACION

T1PO DE MUE STRA

PRUEBAS
R
DIAGNOSTICO *

NERVIO
CIATICO
MEDULA
ESPINAL
LUMBAR
MEDULA
ESPINAL
TORAXICA
MEDULA
ESPINAL
CERVICAL
CEREBELD
CORTEZA
CEREBRAL
ASTA DE
AMMON

TESTIGO INOCULADO

=z
o

INMUNO ~
FLUORESCENCIA

]

PRUEBA EN
RATONES

HISTO -
PATOLOGIA H. E.

o
™
1 1 ) ] x
pod
o
=
o
N
~

HISTO -
PATOLOGIA FL

PERRO N°122 INOCULADO

TNMUNO —
ELUORESCENCIA

PRUEBA EN - - - - - - -
RATONES

HISTO -
PATOLOGIA H. E.

HISTO -
PATOLOGIA FL.

* [Estas pruebas de diagnéstico, se realizaron en la forma que lo ex-
plica el pie de pagina del cuadro N°10.



Cuadro N° 13
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PERROS SACRIFICADOS AL 5°DIA POST - INOGULACION

T1PO

Dt

MUESTRA

PRUEBAS
DE
DIAGNOSTICO™

NERVIO
CIATICO

MEDULA

ESPINAL
LUMBAR

ESPINAL
TORAXICA

MEDULA

MEDULA
ESPINAL
CERVICAL
CEREBELO
CORTEZA
CEREBRAL

ASTA DE
AMMON

©

Q

N

9

TESTIGO

==
<

INOCULADD

INMUNO -
1A

1
]

PRUEBA EN
RATONES

HISTO -
{ PATOLOGIA H.E.

HISTO -
PATOLOGIA _F1

.U
™
i 1 [ 1 Eesd
=]
o

T
|

PERRO

No

INQCULADO

FLUORFSEENR 1A

- - -

PRUEBA EN
RATONES

RISTO -
PATOLOGIA _H.E

HISTO -
PATQLOGIA _ F1.

Estas pruebas de diagndstico se realizaron

en la forma que

explica el pie de pagina del cuadro N°10.

1o -
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_ Cuadro N° 14

PERROS SACRIFICADQS AL 10°DIA POST - INOCULACION

T1P0 DE MUESTRA

PRUEBAS
DE

CIATICO
MEDULA
ESPINAL
LUMBAR
MEDULA
ESPINAL
TORAXICA
MEDULA
ESPINAL
CERVICAL
CEREBELD
CORTEZA
‘CEREBRAL
ASTA DE
AMMON

o
DIAGNOSTICO -
[¥8]
=

PERRO N© 42 TESTIGO INOCULADO

=
<

INMUNG -
FLUORESCENCIA_

PRUEBA EN
RATONES

HISTO -
~PATOLOGIA . H.E
HISTO -
| PATO{ 0GIA . F1.

PERRO N° 01 INOCULADO

INMUNO - i _ B i T -
FLUORESCENCIA
PRUEBA EN
RATONES
HISTO -
PATOLOGIA H.E.
HISTO -
PATOLOGIA F1

*  fstas pruebas de diagnéstico, se realizarén en la forma que lo -
explica el pie de pagina del cuadro N° 10.



Cuadro N° 15
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PERROS SACRIFICADOS AL 15°DIA POST ~ INQCULACION

TI1PO DE MUESTR RA

PRUEBAS
DE
DIAGNDSTICO®

NERVIO
CIATICO
MEDULA
ESPINAL
LUMBAR
MEDULA
ESPINAL
TORAXICA
HMEDULA
ESPINAL
CERVICAL
CEREBELO
CORTEZA
CEREBRAL
ASTA DE
AMMON

e
m
=
el
(=)

N°© 26 TESTIGO LADO

i
I
'

FLuortSEERR 1A -

PRUEBA  EN i _ _ i .
RATONES ]
HISTO -
{PATOLOGIA _H.E
HISTO - i ; N ;
PATOLOGIA _F1

PERRO N= 28 INGCULADO

=
o
—
=
i ] : 1 o]
[en]
famd

INMUNO - + _ - + + - -
FLUQRESCENCIA
PRUEBA EN . - - - -
RATONES 3 B

HISTO -
PATOLOGIA __H.E.

HISTO -
PATOLOGIA___F1.

* Estas pruebas de diagndstico, se realizaron en forma que lo explica
el pie de pdgina del cuadro N° 10.



Cuadro N° 16
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PERROS SACRIFICADQS A LOS 6 MESES POST - INOCULACION
( Témino del periodo de observacidn ) '

T1P0 DE MUESTRA

.

PRUEBAS
DE

CIATICO

ESPINAL

TORAXICA
ESPINAL

CERVICAL
CEREBELO
CORTEZA

CEREBRAL
ASTA DE

AMMON

[
DIAGNOSTICO » | Z
=

MEDULA

=
' per b r R ESPINAL
LUMBAR
MEDULA

MEDULA

TESTIGO

=
(=)

INOCULADO

INMUNO -
FLUORESCENCIA
PRUEBA EN
RATONES **
HISTO -
I PATOLOGIA H .E.

HISTO -
| PATOLOGIA__FY. 1 = 1.

©
m
i [ x
=
o]

v
[z}
[
e
o
=z

<

Py
(=]

INOCULADO

INMUNO -
FLUORESCENCIA

PRUEBA EN - - - - - - -
RATONES

- - - - -

t
1

HISTO -
PATQLOGIA_ H. E.

HISTO -
PATOLOGIA F1.

* Estas preubas de diagndstica, se realizardn en la forma que To ex-
plica el pie de pagina del cuadro N°10,

**  Todos Tos ratones inoculados con Jas muestras de éste perro, murig
ron con Sintomas similares a rabia, pero resultaron negativos a -
inmunofiuorescencia.



Cuadro N° 17
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PERROS SACRIFICADOS A Le$ 6 MESES POST - INOCULACION

TIPO DE MUESTRA

PRUEBAS

DE °
DIAGNOSTICO* | Z
|45}

=

CIATICO
MEDULA
ESPINAL
LUMBAR
MEDULA
ESPINAL
TORAXICA
MEDULA
ESPINAL
CERVICAL
CEREBELD
CORTEZA
CEREBRAL
ASTA DE
AMMON

o
m
el
o
(en)
=
o

0

~3

INOCULADG

A

)
]
]
1
+
1
[}

INMUNG -~
FLUORESCENCIA

PRUEBA EN
RATONES

mATOLHé?lo H.E. - - - - - -0 -
" HISTO - , -
GIA___F1

PERRO N©22 INOCULADD

INMUND - - - - - - -
FLUQRESCENCIA

PRUEBA EN -

RATONES

HISTO . -
PATOLOGIA H.E.

HISTO -
PATOLOGIA T

* Estas preubas de diagndstico, se realizaron en la forma que To ex~
plica el pie de pdgina del cuadro N° 10.
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Cuadro N° 18

PERRO SACRIFICADO A LOS 6 MESES DE OBSERVACION

TIPO DE MUESTRA
PRUEBAS
<L -4 Lane] -t
DE o Sladx ||zl | M| B
—t bl -l 2 € — -— 2 [~} O =
DIAGNOSTICO* |2 £ |22 |25s |35z | & | aal| =~ B
Lt (o] wl v D W o [CE RV VY Ly O wd v =
= (8] ool - W (&) (SN &) < &L
PERROQ N°11 TESTIGO NO INOCULADO
ThM - - - - - - -
FLUORES%QRCIA
PRUEBA EN - - - - - - -
RATONES
HISTO - - - - - - - -
PATOLOGIA  H.E.
HISTO - _ - _ - R R -
PATOLOGIA . F1.
*  Estas preubas de diagnéstico, se realizaron en la forma que lo ex-

plica el pie de pagina del cuadro N°10.
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DISCUSTITON

En el andlisis de resultados de las pruebas realizadas
en "Inmunidad contra vacunas antirrdbicas“. Se observd que
s6lo el 25% de 105 sueros obtenidos de perros vacunados en
consultorios particulares con el tipo de vacuna Gortie, -
demuestran un titulo de anticuerpos aceptable; mientras -
que el 75% restante los titulos demuestran una imnunidad-~
muy pobre en algqunos sueros y nula en muchos otros,

Estos datos son mas amplfamiente justificados al obte
ner up titulo de vacuna (ver Cuadro N°9) que no alcanza -
1os requerimientos minimos de calidad que deben Ilenar los
productos bioldgicos para usc veterinario; principalmente
en 1o que a titulo se refiere (27).

En nuestro estudio, se analizaron los lotes de vacuna
antirribica nimero 7 {procedente de consultorios particu-
lares) y el nimero 9 {procedentes directamente del labora
torio productor y de farmacias veterinarias), de los labo-
ratorios Gortie. Dicho laboratorio reporta que los titu-
los obtenidos mediante la prueba de potencia de Habel atl
lote N°7 en el mes de marzo de 1979 fue de 10’4; mientras
que al lote KN°9 realizada la prueba el mes de mayo del mis

-4.2

mo afo, el titulo obtenido fue de 10 : es decir, repor-

tan una proteccidn de mds de 1,000 D]so %(*).

En perros vacunados con la vacuna tipo Pronabive se
observé una proteccidn en el 100% de los animales muestre

ados; corroborandose este dato con el titulo obtenido de -

"* Fyente : Laboratorios Gortie.
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esta vacuna (105'38,105'35, v 105'4SJDISC/ ml. (Cuadro N°6),
rebasando asi el requerimiento minimo de 103 (27); también
estan dentro de los margenes de titulo minimo aceptable --

3
para perros),

para el laboratorio productor (105'

En el tipo de vacuna Anchor cuyas muestras de suero -
fueron obtenidas en los centros antirrdbicos se demuestra-
que mas del 91% de estos animales demuestran titulos acep-
tables y solo un 9% muestran poca o0 nula proteccidén. Estos
datos, se confirman al obtener un titulo de vacuna ligera-
mente arriba de los requerimientos minimos {ver Cuadro N°7).

La vacuna tipo Hoechst demostrd con sus titulos (Cuadro
N°8) ser un biolégico confiable, siendo una verdadera las-
tima no poder corroborar mds su eficacia y potencia como -
en el caso de las vacunas anteriormente discutidas.

En los Cuadros N°1 y 5, aparecen titulos de vacuna ti-
po Sanfer e I B respectivamente, arrojando excelentes tity
los en los sueros obtenidos.

Consideramos que el nimero de muestras obtenidas, in-
cluidas, en este estudio, no son representativas, sin em--
bargo, se incluyen con la intencidn de que sirvan de guia
mas que de criterio normativo en el amplio panorama de la
“Rabia Canina en México".

Se considera que el titulo minimo de proteccidn es de
1:25; sin embargo, no se hizo una prueba de desafio por --
Tas condiciones de este ensayo.

En la prueba de neurotropicidad de Ta semilla maestra

V 319, se encontraron resultados satisfactorios explicados

anteriormente.
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En el caso de diagndstico por inmunofluorescencia, la
positividad que mencionamos, creemos se deba a una fluor-
escencia inespecifica debido al alto riesgo de inespecifi
cidad que presentan los cortes por congelacidn en compara
cibén con improntas de tejido en cubre-objetos; corroboran
dose esta inespecifidad con los resultados negativos ob--
tenidos en las pruebas histopatoldgicas y de inoculacidn-
en ratén; por 1o tanto, se da por terminada esta impor --
tante prueba de neurotropicidad de la cepa madre V-319, -
demostrandose asi la seguridad de la vacuna para su uso
en los animales domésticos.

Los ratones inoculados con las muestras del perro N°=-
24, muriercn dentro del periodo de observacidn y con sin-
tomas parecidos a rabia; sin embargo, todos ellos fueron
negativos a la prueba de inmunofluorescencia, por lo que
suponemos que este perro tenia un virus neurotrdpico que
causd una infeccion inaparente en el perro pero matd a -
los ratones. Desafortunadamente no se tomaron otras mues
tras de este perro y las de tejido nervioso se desecharon
después de haber inoculado los ratones, por 1o que no fué
posible continuar el estudio de este interesante agente -

infeccioso.
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CONCLUSIONES

1.- lLa respuesta seroldgica detectada en los sueros
caninos obtenidos de consultorios particulares, demuestran
que el tipo de vacuna Pronabive es un bioldgico confiable;
ya que se detectaron titulos de anticuerpos rabicos sufi-
cientes para proteger a un animal en el 100% de los sueros
muestreados.

2.~ En el caso de la vacuna tipo Gortie, s0lo el 25%
de los sueros muestreados, confieren titulos aceptables; -
mientras que el 75% de los sueros restantes, no demuestran
titulos suficientes. Por tal motivo , en nuestro estudio,
la vacuna tipo Gortie no satisface los requerimientos mi-
nimos de calidad que deberdn llenar los productos biolo--
gicos para uso veterinario.

3.- En los sueros obtenidos en los centros antirrd-
bicos, el 91% cubren los requerimientos minimos de la di-
reccidén general de sanidad animal. Siendo este un biolé-
gico utilizado a nivel de caso todos los centros antirrd-
bicos, creemos que el manejo de la vacuna deberd ser mis
estricto por parte de los departamentos y personal en ge-
neral que la distribuyen a todos los centros antirrdbicos
asi como el personal vacunador, para evitar el 9% de ani-
males que no han sido protegidos con la vacunacién anti-
rrdbica de esta cepa cuyos titulos en las pruebas reali--
zadas tanto a sueros caninos como a 1a misma vacuna, demu
estran la buena calidad del bioldgico.

4.- La vacuna tipo Hoescht al ser titulada demostrd

ser un bioldgico confiable.
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Con 1o anteriormente escrito, queda determinado el --
dafio que le puede ocasionar el mal manejo de la vacuna -
para poder controlar el problema de 1a rabia en México.

5. Resulta evidente que el problema de rabia canina
que existe en México, se debe mas a falta de covertura de
las campafias de vacunacidn que a baja calidad de los bio-
16gicos utilizades. Por tal motivo, consideramos que es -
necesario y urgente aumentar el nimerc de perros vacunados
en las campanas ya que 105 bioldgicos que se estin utili--
zando son de buena calidad,.

6.- La prueba de neurotropicidad de la semilla madre
¥ 319, efectuando la inoculacidn en nervic cidtico, es una
prueba concluyente que determind la ausencia de neurotropi
cidad del virus vacunal; obteniendose con esto una prueba-
mds de seguridad de Ya vacuna, testificando su calidad +-
como bioldgico confiable en la prevencidn de la rabia en -
México y esperamos que nuestra colaboracidén ayude a utili-

zar esta vacuna a nivel internacional.
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