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RESUMEN

En vista de las posibilidades de provocar choque anafil&ctico
en perros, utilizando para vacunarlos la vacuna V-319/Acatlén original-
mente elaborada para bovinos, se seleccionaron 5 perros de larraza Beagle
libres de anticuerpos vacunales contra rabia y en buenas condiciones de
salud, se les hicieron sangrados periédicos mensualmente y se vacunaron
a cada uno de ellos durante 10 meses; cada mes, antes y despufs de vacu-
nar se determinaron sus constantes fisiolbgicas tales camo temperatura,
frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria, siguiendo a esto un perio
do de observacién de 2 horas. De la sangre recolectada se obtuvo el sue

ro y se analizaron por la prueba de Sueroneutralizacibn en ratbn.

Los resultados indicaron que el contenido protéico de la vacu

na no producfa choque anafildctico durante 10 vacunaciones, una cada nes,

y que el tftulo de anticuerpos fue siempre en aumento.
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INTRODUCCION

La rabia es una enfermedad viral contagiosa del sistema nervioso
central (SNC), y gléndulas salivales causada por un virus nurStropo sensi-
ble al eter y termolabil (52, 13, 28, 2), perteneciente a la familia de -
los Rhabdovirus (20). La enfermedad afecta a todos los animales de sangre
caliente, incluyendo al hambre. En todos los huéspedes conocidos, el vi-
rus produce una encefalitis mortal (52).

Los signos tipicos de la enfermedad son en orden descendente:
agresividad, anorexia, ptialismo, paraplejia, maxiloparesia, disfagia, pa-
rdlisis campleta, inquietud y estrenimiento ( 19, 3). La forma mis camin
de transmisién es por mordedura de animales infectados en perros y gatos;
en bovinos y equinos la enfermedad es transmitida por la mordedura de qui-
ropteros principalmente por Desmodus rotundus (13, 41). En el perro, los

carnivoros salvajes y los murcielagos vampiros que son animales que muer-—
den; el brote de rabia, una vez iniciado, no se extingue; mds biefi por su
largo perfodo de incubacién tiende a reaparecer a intervalos mis o menos -

regulares (41).

El virus requiere de alguna solucién de continuidad para pene- -
trar, debido a que no pasa piel integra y aunque si atravieza las mucosas
respiratoria y digestiva, la transmisidn aerea y oral no son el mecanismo

camtin (31, 18).

Zinke demostr6 la infecciosidad de la saliva, transmitiendo la -

rabia al inocular saliva de un perro rabioso a uno sano (51).

Pasteur, Roux, Chamberland y Thuiller (1881-1889) demostraron -
que el virus puro se concentraba en los centros nerviosos, a partir de es-
tas investigaciones, aislaron el virus y lo sametieron a pases seriados -
par via intracerebral en huéspedes naturales, modificando su patogenicidad

para lograr uno de virulencia uniforme (4, 27).



La vacuna de Pasteur fue preparada en médula espinal, utilizando
el virus que habia sido fijado por una serie de pases en cerebros de cone-
jos y atenuado por desecacibn a temperatura ambiente sobre hidréxido de po
tasio (51).

Este procedimiento resultd ser muy caro y demandaba mucho tiempo
en su elaboracién, ademids de que el perro tenia que ser vacunado diariamen
te durante 10 dias; sin emb argo a partir de estos primeros ensayos evolu-

ciond la vacuna (51).

No se pens6 mis en la posibilidad de vacuna a los perros hasta -
que aparecid la vacuna fenolada de Fermi y modificada por Semple (4). El
primer ensayo de campo fue realizado en Japdn, de 1918 a 1920 por Umeno en
una epizootia de rabia que se presentd en Tokyo (51).

Esta vacuna fue la primera usada camercialmente y usada en forma
masiva, pero en 1930 se sospeché que a la vacuna le faltaba antigenicidad,
lo cual fue demostrado por Webster y posteriormente con los estudios de -
Habel se hizo evidente que muchas de las cepas usadas en la produccién de

vacuna no eran lo suficientemente potentes (51, 26).

Kesler en la década de los 20s desarroll6 una vacuna eficdz inac
tivada con cloroformo, probé&ndose con buenos resultados pero camercialmen-—

te no funciond (33).

Mis tarde se pudo descubrir que el conglamerado de tejido ner-
vioso no dejaba penetrar el cloroformo lo suficiente, impidiendo asi alcan
zar el virus que quedaba sin atenuarse. Las vacunas de éter fallaron por
la misma razén, ademis se observd que las vacunas de tejido nervioso a ve-

ces producian pardlisis posvacuna (4, 15).

Ia evolucién de una vacuna antirrdbica prosiguié con la adapta-
cién de la cepa Flury a pollitos del dia (29), y mis tarde a huevos embrio



nados (36). Johnson aisld la cepa Flury de una muchacha que murio de ra—
bia por una exposici6n, en la que no hubo mordedura, pero si datos anamné-
sicos de lamedura de mucosas (8, 31). El virus fue pasado 136 veces intra
cerebralmente en pollitos de un dfa. M&s tarde Koprowski y Cox (36), pro-
pagaron esta cepa en embriones de pollo. El virus con 50 a 60 pasajes fue
designado LEP (bajo pasaje), encontrdndose que no era virulento para los -
perros cuando se les inyectaba parenteralmente (35).

Alglin tiempo después se observb que al inmunizar con vacuna anti
rrébica viva LEP de uso canino, los cachorros menores de 11 semanas no res
pondian tan bién camo los animales adultos y podia causar encefalitis en -
cachorros de menos de 3 semanas de edad (32).

Con el desarrollo del cultivo de tejidos empieza una nueva etapa

en la elaboracién de vacuna antirrédbicas.

El primer trabajo significativo acerca de la provagacién del vi-
rus rébico en cultivos celulares fue el de Kissling (1958), que cultivando
la cepa CVS (challenge virus strain), en cflulas primarias de rinén de cri
ceto obtuvo titulos de 103'5
do muchos los investigadores que han modificado el crecimiento del virus -

DL 50 en ratones (34). Desde entonces han si

rébico fijo y de calle en cultivos celulares, tanto primarios como de 1i-
nea continua, sobre una gran variedad de tejidos (1) (Cuadro 1).

CUADRO 1. VACUNAS ANTIRRABICAS ELABORADAS EN CULTIVOS CELULARES

SISTEMA CELULAR CEPA DE VIRUS T T PO RECOMENDADA PARA
Fibroblastos de pollo Flury LEP Vivo Perros
Rifibn de perro (linea
celular) Flury HEP Vivo Perros, gatos, bovinos
Rif6n de Cerdo ERA Vivo Perros, gatos, bovinos
ovinos y caprinos.
Rifi6n de Hamster Flury LEP Vivo Perros.
Rinén de Hamster SAD (Alabama
Dufferin Strain) Vivo Perros, bovinos.
Rinén de Hamster Ccvs Inactivado Perros, gatos, ovinos,
caprinos, bovinos, -
equinos.

Ref. La Rabia, t8cnicas de laboratorio, 3a. ed. Martin M. Kaplan, Hilary
Korpowski, M. K. Abelseth, Bd. QMS, 1976.



Segtin el principio involucrado en la produccién de inmunidad -

las vacunas antirribicas pueden dividirse en dos tipos: vacunas de virus

vivo atenuado y vacunas inactivadas (25)

CUADRO 2.

(Cuadro 2).

VACUNAS ANTIRRABICAS VIVAS E INACTIVADAS

VACUNA

CEPA

TEJIDO EMPLEADO

INDICADO PARA

De virus vivo:
LEP

KELEV

HEP

Tejido Nervioso

Flury 40-60 pases
en huevos

Kelev 40-60 pases
en huevos

Flury 180 pases
en huevos

Virus fijo

Embrién de pollo
Embrién de pollo

Embrién de pollo

Perros.

Perros y bovi-
nos.

Perros, gatos
bovinos, ham—-
bre.

Perros, bovi——
nos, hambre y
otros.

Inactivadas:
Pato

Tejido Nervioso

Virus fijo

Virus fijo

Embrién de pollo
SNC

Hambre.

Perros, bovi--—
nos, hambre y

otros.

Ref. OMS Camité de expertos en la Rabia. 5to. Informe, 1966.

Las vacunas de virus vivo modificado o atenuado, son capaces

de multiplicarse en el animal y producir una infeccifn inaparente inmuni-

zante, tienen la gran ventaja de que una sola dosis es suficiente para -

producir inmunizacién de larga duracién o afin permanente.

En las vacunas inactivadas el virus se somete a algin proceso
de inactivaci6n (luz ultravioleta) para eliminar por campleto su posibili

dad de infectar o multiplicarse en cualquier tejido.

Debido a que el vi-



rus no se multiplica para producir mds Ag, la cantidad de virus en cada -
dosis de vacuna es muy importante (25), tienen la desventaja de que por -
estar preparadas en tejido nervioso, pueden llegar a causar pardlisis pos

vacunal (15).

Es de suma importancia para que una vacuna sea aceptable el ser:
inocua, lo suficientemente antigénica para proteger al animal, facilidad
de produccibn, estabilidad afin después de largo almacenaje y econfmica -
(14, 25). Actualmente las vacunas antirrdbicas pueden dividirse en tres
grandes grupos tamando camo criterio para subdividirlas su origen, y son:

1. Vacunas preparadas en tejidos nerviosos.
2. Vacunas producidas en embrién de pollo o pato.
3. Vacunas elaboradas en cultivo de tejidos.

1. Vacunas preparadas en tejidos nerviosos.-

a) Tipo Semple: Preparada en cerebro de cabras, ovejas o conejos.
Semilla: Cepa PV (Pasteur Virus)
Tipo: Fenolizada.
Caducidad: Seis meses (39, 48).

b) Tipo Fermi: Preparada en cerebros de ovejas.
Semilla: Cepa de virus fijo del Instituto Pasteur (Francia).
Tipo: Fenolizada.
Caducidad: Cinco meses (40, 39).

c) Tipo Fuenzalida: Preparada en cerebro de ratén lactante,
irradiada con luz ultravioleta y fenoli-
zada. Se utilizan 3 cepas: La cepa 51 en
perros, la 91 y CVS en humanos. La 51 y
91 se han mantenido en ratones adultos -
por pases intracerebrales.

Caducidad: Seis meses (21).



2. Vacunas de origen aviario.-

a) Cepa Flury. De acuerdo al nimero de veces que la cepa es pasada
a través del embridn de pollo o de pato, se tienen
tres variantes: HEP, MEP y LEP, (High, Medium y Low
passage, respectivamente), indic&ndose con ésto si
es alto, mediano o pequeno el nGmero de pases (14,
3705

3. Vacunas preparadas en cultivo de tejidos.-

Estas vacunas tienen la ventaja de poder concentrarse mis féacil
mente y de poseer una escasa cantidad de proteinas extranas, por lo que -
los factores causantes de complicaciones posvacunales en el SNC no exis-
ten, o al menos no han sido reportados; estas vacunas se han utilizado en
un nfimero considerable de animales y humanos (53). La técnica general -
consiste en infectar monoestratos celulares y después de un periodo de in
cubacibn variable, se oosecha el fluido y las células se someten a diver

sos tratamientos para liberar el virus (14).

La Vacuna V-319/Acatlén, es una vacuna de origen murciélago vam
piro adaptada a cultivos celulares, linea celular BHK 21 (Rinén de Hamster)
desarrollada en el Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias (11, -
e )

Con esta vacuna V-319/Acatlén se procedif a realizar pruebas de
inocuidad, antigenicidad y respuesta serolbgica en bovinos, indicando que
mostraba buenos prospectos para llenar los requisitos de una buena vacuna
(45). También se realizaron pruebas de duracifén de inmunidad en la misma

especie con buenos resultados (46) .

En perros se han hecho pruebas de inocuidad y evaluacién serol
gica en cachorros beagle procedentes de madres vacunadas y no vacunadas -
(23, 24, 43, 49).



El presente trabajo se hizo debido a que la vacuna V-319/Aca--
tlén contiene proteinas extrafias al perro, debido a que en su elaboracifén
se emplea suero fetal bovino, el cual contiene albumina y por esto es pro

bable que causara choques anafilécticos o reacciones alérgicas en perros.

Por consiguiente los resultados obtenidos en este trabajo tien-
den a resolver los siguientes problemas:

1.- Observar la presencia o ausencia de choque anafildctico en
perros con la inoculacién repetitiva de la vacuna antirrg-
bica V-319/Acatlén.

2.— Determinar el tftulo de Ac séricos por medio de la prueba
de sueroneutralizacibén en ratdén albino suizo de 21 dias, a

lo largo del experimento.

La palabra anafilaxis deriva del griego: a.— sin y filaxis.-
Proteccibn, (profilaxis), y es una reaccidn de hipersensibilidad inmedia
ta, que puede ser inducida experimentalmente en animales y accidentalmen-
te en el hambre.

La forma de induccién es por medio de la exposicifén de un ani--—
mal sensibilizado a una segunda inyeccidn del mismo Ag (antigeno); produ-
ciendo una unidn especifica Ag-Ac (anticuerpo) en tejidos camo resultado
de la fijacibén de uno de los elementos al tejido (5, 10, 17, 22). La re-
accién se manifiesta por una serie de signos referidos en conjunto como -
"choque anafiléctico", que son caracteristicos para cada especie y pueden
tener consecuencias fatales (5, 6, 10). Se ha odbservado en las diferen-
tes especies animales que el sitio donde se lleva a cabo la reaccifn ana-
fil4ctica varia; asi tenemos que en el perro, el hfgado es el Organo mis
afectado; en el caballo el pulmdn y en el conejo el corazbn. Asi mismo
algunas especies son mis resistentes que otras a la anafilaxis mortal, co
mo es el caso de la rata, el ratén y el hamster (5, 6, 7, 9, 30).



El choque anafil&ctico en el perro es acompanado por activacién
de sistemas fibrinoliticos y proteoliticos del plasma asi como la libera-
cidén de histamina y serotonina (5, 9, 30). En la anafilaxis general no -
mortal en el perro los signos que observamos son: aumento de las frecuen-—
cias cardiaca y respiratoria, prurito, diarrea y emisién de orina. En la
anafilaxis mortal en el perro hay vémito que empeora hasta adquirir carac
teristicas biliosas o fecales, diarrea muy intensa y se torna sanguinolen-—
ta, respiracién frecuente y superficial, la presién arterial baja, hay ta-
quicardia, ataxia convulsiones y muerte por falla respiratoria, pues los
misculos involucrados en la respiracién se contraen de tal manera que impi
den que el animal inspire permaneciendo en una espiracifén mortal. ILa san-—
gre obtenida de un animal con choque anafil&ctico es incoagulable, existe
una marcada congestion del higado con éstasis de las tributarias, lo que -
da como resultado la dificultad respiratoria y disminucibn de la presibn -
sanguinea (5, 9, 22, 30).

A la necropsia se encuentran grandes zonas edematosas en la mu-
cosa intestinal y pulmones, hay hemorragia y congestién del higado, tubo -
digestivo y corazén. El higado puede llegar a encerrar hasta el 60% del
volumen sanguineo total del animal por constriccién de los vasos suprahepd
ticos. No obstante que los 6rganos afectados cambian en las diferentes es
pecies animales, dos cambios bésicos perduran: incremento de la permeabili

dad capilar y contraccién del msculo liso (5, 9, 22, 30).

Existen dos tipos fundamentales de anafilaxis: La sistémica di

recta o activa y la sistémica pasiva.

La directa es el estado anafildctico inducido por inmunizacién

activa (sensibilizacibn) de animales con un Ag.

La pasiva es la que se dbtiene por la administracién de Ac; por
lo general endovenosa o intraperitonealmente seguida de otra inyeccifn en—
dovenosa de Ag 24-48 horas después.



En la anafilaxis activa la primera inyeccién de Ag es conocida
como inyeccién o dosis sensibilizante y la segunda como inyeccibén o dosis
de choque o desencadenante (9, 10, 17, 22, 30).

Hay evidencias de que se puede producir sensibilizacién por - -
inhalacién de Ag disperso, ya sea en forma de polvo o en finas gotas camo
aerosoles (9, 30). En algunos sistemas Ag-Ac el choque anafiléctico puede
ser inducido por la inyeccién de Ag seguida de una inyeccién endovenosa -
de Ac, uno o dos dias después; a esta forma de anafilaxis es llamada ana

filaxis pasiva reversible (9, 30).

En la anafilaxis local (reaccién de Arthus) el primer indicio -
de una reaccibn alérgica es la aparicién de una gran zona de eritema y ede
ma alrededor de la vesicula producida por la inyeccibén intradérmica de Ag.
En pocas horas se produce necrosis celular que sigue creciendo hasta 48 ho
ras después; luego el tejido muerto se seca y en aproximadamente una sema-—

na la lesibn cicatriza.

Esta reaccibn anafildctica local se debe a la formacibn intra-
vascular de precipitado Ag-Ac y trombosis. ILa difusién del Ag en los va——
sos vecinos del sitio de inyeccibn crea una alta concentracién de Ag y el
Ac circulante se concentra formando complejos Ag-Ac que precipitan y tapan
los pequenos vasos, produciendo destruccibn local del tejido por inadecua-
da irrigacién. Por lo tanto este tipo de anafilaxia no se debe a la fija-
cién celular de Ac y desgranulacién de c€lulas cebadas, sino a los precipi
tados que forman con el Ag los Ac circulantes (10, 17, 22, 30).

Se puede producir anafilaxis cuténea, si una inyeccién desenca-
denante se inocula en la piel de cuye ya sea que &stos hayan sido activa o
pasivamente sensibilizados y un colorante como el az(l de Evans se inyecta
endovenosamente inmediatamente después de la inyeccibn intracuténea de Ag.
El colorante aparece en el sitio de inyeccién de la piel, el escape del co
lorante demuestra el incremento de permeabilidad capilar, resultado de la
interaccién Ag-Ac (30).

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y Z0OTECK!
BIBLIOTECA - UNA M
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También se observa anafilaxis cutédnea local cuando el sitio de
la piel es sensibilizado por una inyeccibén intracuténea de Ac y posterior
mente en un lapso de 6 horas se inyecta una mezcla de Ag y colorante endo

venosamente (22, 30).

Las células cebadas son las mavormente involucradas en la reac-—
cibén anafiléctica, en menor grado los bas6filos circulantes y los Ac més
importantes que se unen a estas células para provocar la reaccifn anafi-
l&ctica son los del tipo 1gE (inmunoglobulina E), debido a que esta inmu-
noglobulinas tiene en su Fraccidn cristalizable porciones para las cuales
las células cebadas tienen receptores; por lo que las 1GE son denominadas
Ac citofflicos (10, 17, 22).

Es imperativo que el Ag sea polivalente; ya que tiene que hacer
de puente entre dos 1gE, para producir la desgranulacién de la célula ce-
bada provocando la salida de histamina, serotonina, heparina y SRS-A (slow
reacting substances - anafilaxis) (9, 30).

Las inmunoglcbulinas 1gM e 1gG también pueden causar la desgra-
nulacién de bas6filos y células cebadas, debido a que pueden unirse al cam
plemento mediante Clq, y originar la cascada en la cual C3 y C5 actfian co
mo anafilotaxinas, lo que produce la desgranulacién de células cebadas y
bas6filos (17, 22).

Las células cebadas y los bas6filos son abundantes en tejido -
conjuntivo, pulmbn, fitero, alrededor de vasos sanguineos, higado, rindn,
bazo, corazén y otros 6rganos, variando su concentracifn de acuerdo a la
especie animal de que se trate (10, 17, 22, 30). Las células cebadas y -
los bas6filos poseen grénulos citoplésmicos formados por un complejo hepa
rina, histamina e iones Zinc, y en algunas especies 5 hidroxitriptamina
y/o serotonina, las plaquetas y leucocitos de conejo también poseen hista
mina (5, 6, 7, 9, 30). En el perro el principal mediador quimico compro-
bado de reacciones anafilécticas es la histamina que proviene de la des-
carboxilacién de la histidina por la enzima descarboxilasa de histidina -

en las células cebadas. Es una amina de gran actividad farmacolégica que
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dilata los capilares sanguineos aumentando su permeabilidad y produce con
traccién del msculo liso (cuadro 3) (10, 30).

La reaccibn anafil&ctica mediada por Ac circulantes, también -
puede producirse transfiriendo Ac de un animal sensibilizado a uno no sen
sibilizado. Es necesario un cierto perfodo entre la transferencia de sue
ro y el inicio de la reaccifn en el organismo. Esto es debido a que los
Ac tienen que unirse a las células cebadas y bas6filos, proceso que requie
re de aproximadamente 30 minutos (10, 17, 30).
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LAS SUBSTANCIAS FARMACOLOGICAMENTE ACTIVAS LIBERADAS DURANTE LA REACCION

ANAFTIACTICA SON:

_ NOMBRE FORMUTLA
EISTAMINA HC — CH CH NHy
N NH
\C/
H
€W, 050,% cooM

HEPARINA

KnsosH! [}

KININAS Pequenos péptidos

SEROTONINA

CHCHyNH,

SRS-A (Slow
reactin subs
tances anaphy ?
laxis) .

Ref - 44
- 30

ACTIVIDAD

Incrementa la per-
meabilidad vascular.

Anticoagulente.

Incrementan la per-
meabilidad vascular
y causan dolor.

Principal mediador
anafilédctico en roe-
dores.

Producen una muy len

ta contraccifn y muy

lenta relajacién del

msculo los antihis-

taminicos no son Gti

les contra estas subs
tancias y causan do-
lor.
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ANAFILAXTA AGUDA EN EL PERRO

Tiempo aproximado del camienzo: 10 Segundos

Muerte: 1 Hora

Mediador principal: Histamina

Organo o Tejido principal de choque: Venas Hepéticas

Signos: Vémito, diarrea, hipotermia, disnea, colapso, convulsiones,

merte-
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MATERIAL Y METODOS

a) Animales experimentales.-

Los animales usados en el experimento se seleccionaron con base
en la ausencia de Ac circulantes a rabia, camo se sefiala en la monografia
No. 23 de la QMS por el Comité de Expertos en la Rabia. Siguiendo este -
criterio se seleccionaron 5 perros raza Beagle, machos adultos, con una -
edad promedio de 4 anos y un peso pramnedio de 13 Kg, en buen estado de sa-—
lud, los cuales fueron identificados por medio de tatuaje en el pabellon -
de la oreja derecha con los ntmero: 09, 13, 71, 73 y 75.

Para las pruebas de Sueroneutralizacién (SNT) se emplearon rato
nes de la raza Albino Suizo de 21 dias de edad y procedentes del Bioterio
del I.N.I.P.

b) Biolbgico empleado.-

Se utilizé la vacuna V-319/Acatlén. La cepa fue aislada de un -
vampiro Desmodus rotundus que fue capturado en el rancho San Ricardo, loca-
lizado a tres kil@metros al suroeste de la Estacifn San Vicente, Municipio

de Acatlén de Pérez Figueroa, Oaxaca. El vampiro fue capturado en una red
colocada alrededor de un corral donde se encontraban bovinos mordidos por -
dichos quirSpteros, el vampiro murié cuando era trasladado al I.N.I.P. y se
congeld a -30 C; tres dias después se efectuo el examen de su cerebro y glan
dulas salivales por medio de la técnica de inmunofluorescencia directa -
(42) , encontrédndose estos 6rganos positivos a rabia.

Esta cepa fue adaptada a cultivos celulares mediante 5 pases en
ocdlulas de embrién de vampiro; posteriormente se le dieron 5 pases en célu
las BHK2] tamdndose de este Gltimo pase una placa; la nfmero 476, para puri
ficar el virus; después se dieron 3 pases mds en estas mismas células donde
se alcanz6 un tftulo de 109 UFP ml (unidades formadoras de placa) (11,12).
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Esta cepa se utiliza actualmente para producir la vacuna antirr§
bica V-319 elaborada en PRONABIVE.

La vacuna empleada en este trabajo pertenece al lote 75-6, su -
presentacién es un frasco &mwula de 5 dosis, por lo cual se reconstituyb -
con 10 nl.

c) Metodologfia de Trabajo.-

A los 5 perros se les hicieron vacunaciones y sangrados cada 30
dfas durante un lapso de 10 meses. Para el sangrado se utilizé la vena ra-

dio cubital, obteniendo 10 ml de sangre cada mes por animal.

Inmediatamente después se determinaron: frecuencia cardiaca, fre
cuencia respiratoria y temperatura, posteriormente se inoculd a cada animal
2 ml de la vacuna V-319/Acatlén lote 75-6, usé&ndose los mfisculos crurales -
para su aplicacién (50). En seguida se volvieron a determinar las constan-
tes fisiolbgicas mencionadas anteriormente, siguiendo a esto un periodo de
observacifén posvacunal de 2 horas para detectar posibles reacciones indesea
bles (15).

Las muestras de sangre de cada animal se dejaron a temperatura -
ambiente y una vez ocurrida la retraccién del codgulo, se obtuvo el suero -
centrifugédndolo a 1,500 G durante 10 min. Los sueros se envasaron en tubos
de pléstico, se inactivaron a 56°C por 30 min. y se almacenaron a -20°C pa-
ra su posterior estudio por la técnica de sueroneutralizacién en ratén albi

no suizo de 21 dias (42).

Para la prueba de SNT*se hacen diluciones de los sueros problema,

enfrenténdose a una cantidad constante de virus (42).

La SNT consta bésicamente de tres pasos a seguir:

* Sueroneutralizacién
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1.- Preparacién y titulacifn del virus de desaffio CVS (challenge vi-
rus strain). Este virus originalmente es distribuido rundialmente por el
Instituto Wistar de Filadelfia. Se debe conservar después de su titulacibn
en una suspensién al 20% en ampolletas de 1 ml a -70°C, cuando se realiza
la prueba se descongela répidamente una ampolleta y se hacen diluciones de
10_'l a 10—8 utilizando como diluyente BAPS (Solucidén de albumina fosfatada
con antibibticos) el titulo se calcula por el método de Reed and Muench -
(47) .

2.- Obtenci6n y dilucién inicial del suero, confrontacién del suero

con el virus, e inoculacién de ratones.

Los sueros problema una vez inactivados e identificados se dilu

yen en forma decreciente de la siguiente manera:

Diluyente 0.6 0.8 0.8 0.8
Suero 0.4 0.2 052 052
Dilucibn inicial 2°5 495 62.5 3112.5
cCVsSs 0.8 0.8 0.8 0.8
Dilucidn final 5 25 125 625 X 5 = N

Cuando se prepara la dilucibn del suero con el diluyente, la

mezcla se hace cambiando la pipeta en cada dilucién.

En la infeccién con el virus se debe poner la dilucibn donde -
se encuentren de 50 - 300 DL 50% (26, 41).

Se incluye un suero de referencia (Instituto Butantan Brasil) -
que nos indica que el virus de desafio es virus rébico y es la causa de -

la muerte de los ratones (41).
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Se deber&n incluir en la prueba diluciones del virus de desafio
de 107> a 1078
ber el titulo del CVS el dfa de la prueba y las segundas para saber el ti-
tulo después de haber sido incubados conjuntamente con los sueros problema
(25, 26, 41).

incubadas unas a 4°C y otras a 37°C, las primeras para sa——

Inmediatamente después de infectar todas las diluciones de los

sueros se incuban a 37°C con agitacién durante 90 minutos.

Posteriormente se sacan de incubar, se colocan en un recipiente
con hielo y se procede a inocular lotes de 6-10 ratones por dilucién con -
.03 ml intracerebralmente (25, 26, 41).

3.- Interpretacién de resultados.-

Una vez inoculados los ratones se anotan los resultados en formas
especiales, anotando el nfmero de animales vivos y muertos durante 21 dias
posteriores a la inoculacifn, debiendo descartarse a los ratones que mueren
durante los primeros tres dias por considerarlo traumatismo a la inocula-—-—
cién, una vez hecho ésto, los resultados se calculan por el método de Reed
and Muench (26, 47).
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RESULTADOS

Se establecié que a cero dias del experimento mediante SNT en
ratén de 21 dias (26) los cinco perros estaban libres de antecedentes va-
cunales a rabia por dar un titulo menor a 1:5.

La sangre dejada al medio ambiente presentd retraccién del cod
gulo, lo que indic6 la presencia de una coagulacién normal, obteniéndose

5 ml de suero por cada perro en cada sangrado.

La cantidad de la proteina presente en la vacuna y susceptible
de provocar choque anafildctico en el perro, fue de 0.1083% (10 mg por ca
da 100 ml), determinada por el método de micro Kjeldal.

Ios resultados de las observaciones clinicas indicaron cue -
los animales se mantuvieron dentro de los limites normales como se obser-—
va en el cuadro 1 y en las graficas I, II, III, IV, Vy VI.

El titulo de la vacuna usada V319/Acatl&n fue de 107'3 UFP, con

tenido envasado en un frasco de 5 dosis por lo que cada animal fue inmuni

zado con 4 x 106 UFP contenidas en 2 ml, confirmindose el titulo por ino

culacién en ratones lactantes (26).

El tftulo de los Ac en todos los sueros, detemminado por me-
dio de la prueba de SNT fue siempre en aumento camo se aprecia en el cua-
dro 2.



CUADRO 1. PROMEDIOS DE LAS CONSTANTES FISIOLOGICAS DE PERROS ANTES Y
DESPUES DE VACUNAR (10 DOSIS DURANTE 10 MESES UNA CADA MES) .

TATUA TEMPERATURA FRECUENCIA CARDIACA FRECUENCIA RESPIRATORTA

JE ANTES DESPUES ANTES DESPUES ANTES DESPUES

09 38.3 38.3 89 93 23 21

13 38.5 38.2 101 100 24 25

7k 38.5 38.6 108 109 31 34

73 38.6 38.6 112 112 21 24

75 38.6 38.7 97 100 23 24
Temperatura normal: 37.5 - 39.0 (ref. 16, 38)
Frecuencia Cardiaca normal: 80 - 120 (ref. 16, 38).

Frecuencia respiratoria normal: 15 - 30 (ref. 16, 38).



CUADRO 2.

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE SUERONEUTRALIZACION EN RATON DE 21 DIAS DE SUEROS DE PERROS

INOCULADOS CON VACUNA V-319/ACATLAN DURANTE 10 MESES APLICANDO UNA DOSIS POR MES.

TATUJE ODIAS MES1 MES2 MES3 MES4 MESS5 MES6 MES7 MES S8 MES9 MES 10 oo
09 <5 32.09 >4.19 >4.48 5.18 >5.50 6.29 >7.69 >8.39 >8.6 9.05 9.05
13 <5 >2.09 >4.19 >3.99 4.68 »5.02 5.72 26.43 >7.11 >7.81  7.82 7.82
71 <5 2,09 >4.19 >4.41 5.11 >5.16 5.8 >6.55 >7.25 >7.86 7.9 7.9
73 <5 >2.09 >4.19 >4.69 5.39 >5.39 5.62 >6.32 >7.02 >7.72  9.05 9.05
75 <5 >2.09 >4.19 5478 5.48 >5.48 5.69 >6.39 >7.09 >7.39 7.6 7.6

lease como Logaritmo base 10




Temep.
% Grafrea I auq\m de TEmpenaTuias AnTes de l/lcu,v4:7
42 +
44 T
4o |
39«
: . o
3.8 4 éan a .;n. ) Ao LY an —ap =2 Sl
. L - et P ° ® 0 - L] ~ ;
38 2 Nongd,
31.5:
31 t
3¢ |
35 ) A " s I L A L L
s B 3 g8 54 cs s 15 s 108 Revcevnscioncs
o- 09 Normel 33.5 -370°C Ref. 16, 3¢
--13
sl
S E)

n-35



Te . A »
.E\:L Grefrea I Corvi de TEMPERATORAS DE2Puis e VAcuwaw
Y1
40 1
> : i o g 2 . 2 Temy.
. a (4 ~ A0 . L' s
ns- s-. oa. i 240 r. 2o 5, o -
‘ = . z .
318 i o ° )Nomkk
ik
=
3% 4
3 I\ s L 4 . " - At
12 ¢ 3 42 52 1 7 . 9= 10 ’i\fcvu_ut\’«b’.fws
- Aeenal 29 i ToE Bet: 16,38
-y
a-3!

-
o-75



Frecuencic CU//PVA de FRECUENCIAS ?ES}"]&A‘H;/ZJIS
H‘r(?oviq,{ érﬁ.vr//ca_ ARy /.—//UYZS de VAcumiR 0-02
--
a -3
. -15
B~ 1S
Yo+
-é s +
5
X
q /\\A/A_A
!g - \//
<
o 1
N
n 25 4
&
a0 +
S A i e A i A ' A i 4
\a 2 % e 52 > 32 8% 9 \o=

7 LVACUVNACIIVES

/L/ofan G S 30 fe/ /6, 3%



Trecdencig

Reeders|  Grafica IV Curva de Frecuincias RespinaTorins
DEsPUES de VACUNAR 0-09
--\3
a.7)
°-33
o-3s
40 +
as-n
£
g 30
x -
n
2
'S as 1 S
R
o
Q
%}
I&l ,/}.
(\\\i 9 ® —— o a o
1
s A i i i I " A " I i
';, 7 3e Y% §= 6= 72 8% oz 105

}75 VACUNACIONES
Worupl' 15 - 30 /?e-/ /6, 38



Cvivdd e Frecvircids Capdjachs iz

_//ﬁ)'r,:s e YVACUNAR L
8 -3

PN
B -75

Frecwencie G'rqfica. 2

Cardiccq

120

s

10 1

35 :: \/‘/‘\c

30

- ) oo v +- .

PP g% g4 \0*
J )
Aizmal o £0-12¢ //P’P{ /6, 38

*
N
\*
(3
1\
X
\®
B
\\
~
\b

?EVA CUNACIONES



C‘u'/?v’d :‘/\i FRECUENCIAS C,dg)[;: £AE o 03

Frec [ : e %
CK\'“\LZ":K‘ 6'}‘6_// ca MT _JVESPUES Qe Llgcupsr - \3
a-11
Gl
o-35s
120
”S -

s ra

A

«

5
5

?5:/4(.;!4//::‘.14%‘59
Monmal. £6-720 Hef. /6, 3%



=19 =

DISCUSION

ILos animales utilizados a lo largo del experimento sobrevivie-—
ron hasta su conclusién y afin mucho tiempo después, sin presentar ningGn
cambio de conducta que pudiera considerarse patolégica o alteracin apa--

rente.

Por otra parte era de esperarse que los animales tuvieran algu
na alteracién aparente a lo largo de la prueba debido al contenido de pro
teinas extrafias al perro en la vacuna V 319/Acatlén, esto aunado al hecho
de que la vacuna fue elaborada originalmente para bovinos. Se demostrd -
que la cantidad de protefna presente en la vacuna al aplicarse intramus
cularmente en dosis repetitivas cada treinta dfas no indujo reacciones -
anafilécticas ni tampoco otras indeseables en perros, llegando los anima-
les utilizados en el experimento al final de la prueba en buenas condicio
nes de salud y manteniendo dicha condici6én hasta su desecho.

Los resultados obtenidos confirman las cbservaciones de otros
investigadores en el sentido de que las vacunas preparadas en cultivo de
tejidos ofrecen menos riesgos de encontrar efectos indeseables para la sa
lud de los animales; esto es bien sabido por lo clinicos gue hayan hecho
la camparacién entre vacunas en cultivo celular y vacunas en embrifn de -
pollo (1, 8, 4, 39).

El perfodo de observacién directa, seguido a la vacunacibn re-
petitiva no demostr6 ninguna alteracifn aparente en la conducta de los -
animales después de 2 horas de observaci6n. La determinacién de las cons
tantes fisiol6gicas a lo largo de 10 meses de la prueba, caen dentro de -
los midrgenes normales, si bien, se abserva tagquicardia y polipnea en algu
nos de los animales, esta puede ser atribuida a la resistencia que presen
taban los animales al manejo, misma que aumentaba conforme se avanzaba -
en el calendario de vacunaciones y repercutia en los valores de sus cons-—

tantes fisiolbgicas (15, 39).

VETERINARIA Y TOOTECKIE

CINA
FACULTAD UE MED A

BIBLIOTECA -
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Es de hacer notar que la sangre obtenida cada mes no presentaba
alteraciones en el mecanismo fisiol6gico de la coagulacibn, camprobado -
por la buena retraccién de codgulo una vez que los tubos se colocaban a -
temperatura ambiente, lo que alejo alin mds las sospechas de manifestacio-

nes que hicieran pensar en una posible reaccifn anafiléctica.

Es interesante observar el creciente aumento cuantitativo de -
los Ac a lo largo de las 10 inoculaciones que recibi6 cada perro y, que
este aumento se conservd afin después de 4 meses de la Gltima vacunacién -
como se puede apreciar en el cuadro 2, notamos que los titulos de los an—
ticuerpos se elevan de tal manera que pueden considerarse hiperinmune, lo
que contradice un poco las cbservaciones de Bijlenga y Herndndez (12) en
el sentido de que los anticuerpos circulantes de becerros de vacas vacuna
das contra la rabia interferfan con la vacunacién. En el caso de este -
trabajo, la inmunidad activamente adquirida por vacunaciones previas no in
terfirié con el virus vacunal, sino que este caus6 la elevacién de la ta-
sa de anticuerpos circulantes hasta los niveles expresados en el cuadro 2.
Esta es una cbservacién particularmente @itil en virtud de la recamendacibn

que se hace en MExico de revacunar anualmente a los perros.

Siempre queda la duda de si una vacuna proteje durante mds de
un afio pueda interferir con la revacunacién. Dadas las observaciones que
aqui se presentan resultan claro que este no es el caso; Camargo y Rami-
rez Valenzuela en los 50's aproximadamente, observaron choque anafilécti

co severo en ganado bovino en Nayarit consecuente a la revacunacién men-

sual usando la cepa Flury*.

El porque de un aumento tan elevado de anticuerpos circulantes
podrfa atribuir a una replicacién viral mis r&pida que la multiplicacibn
de inmunoglobulinas, por lo que esta va siempre en aumento debido a cre

ciente estimulo antigénico.

* Comunicacién Personal de Ramirez Valenzuela.
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CONCLUSIONES

1.- La vacuna V-319/Acatlén, no produjo choque anafiléctico durante

10 inoculaciones repetidas una cada mes.

2.— El tftulo de los anticuerpos fue creciente a lo largo de la prue
ba.

3.— La vacuna V-319/Acatlén preparada en cultivos celulares es un -
biol6gico confiable, que no provoca reacciones alérgicas en perros.
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