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INTRODUCCION:

La Rabia constituye uno de los principales problemas en Salud Péblica,
ya que esta antropozoonosis posee alta incidencia en humanos y animales.
Las mordeduras de perros, son el origen de la mayoria de los casos de Ra-
bia humana en América Latina, razon por la cual es necesario establecer
Programas de Control de Rabia Canina a nivel Regional.

La Vacuna de Cerebro de Ratdn Lactante {(CRL) se utiliza con éxito en
los paises Latinocamericanos en la inmunizacidén de los perros, por poseer
un alto poder inmunogénico, estabilidad, seguridad, facil elaboracidén vy
bajo costo de produccion. (23,30)

Estudios anteriores demostraron la capacidad de la Vacuna CRL 2% Nor-
mal, de inducir altos niveles de anticuerpos neutralizantes contra Rabia,
capacidad que se incrementa cuando se adsorbe con Hidroxido de Aluminio,
por ser un adyuvante quimico inerte que retiene el antigeno y lo va li-
berando lentamente dentro del organismo animal, aumentandc con ello la
respuésta inmune. (25,30,46)

Se ha comprobado que hay una relacidén directa entre la presencia de
anticuerpos neutralizantes en el suero de las personas y animales inmu-
nizados contra la Rabia y la prote;cién frente a la infeccidn por el Vi-
rus. Es por ello conveniente determinar el estado inmune, tanto de las
personas como de los animales.

La técnica seroldgica de Contrainmunoelectroforesis (CIE) detecta los
niveles de anticuerpos antirrabices inducidos por la Glicoproteina pre-
sente en la envoltura del capsid viral; dicha prueba se basa en la unién
de las inmunogamaglobulinas antirré&bicas presentes en los sueros proble-
ma, las cuales se enfrentan a cantidades constantes de antigeno, ponién-
dose en evidencia la reaccidén antigeno-anticuerpo mediante una corrida
electroforética simultanea, de -153 diluciones antigéno—anticuerpo y del
suero hiperinmune antirrabico. (21) ' _

En 1la presente investigacidén se evaluaron en condiciones de campo 1os
niveles de anticuerpos antirrabicos inducidos por las Vacunas CRL 2% Nor-

mal y CRL 17 adsorbida con Hidréxido de Aluminio.




. IT.,  HIPOTESIS.Y OBJETIVOS:

2.1 Hipétesis:
Se obtendrd mayor titulo de anticuerpos en aquellos perros que
se les administre la vacuna CRL suplementaria con Hidréxido de Alu-

minio (CRL 1% + Al), en relacidén a los perros vacunados con la va-

cuna Normal (CRL 2%).

2.2 Objetivos:
Determinar los niveles de anticuerpos producidos por las vacu-
nas antirrdbicas CRL Normal (CRL 2%) y CRL suplementada con Hidroéxi-
do de Aluminio (CRL 1Z + Al) en los perros seleccionados de Aldea

"El Milagro'", Masagua, Escuintla,

-
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ITI.

REVISION DE LITERATURA:

3.1

3.2

Sinonimias:

Hidrofobia, Lisa (1,29), Mal de Luna. La rabia paralitica de
los bovinos recibe en cada pals de América Latina diferentes nom-
bres: Mal de Caderas y Rabia Paresiante en Argeﬁtina; Peste de Ca-.
deras en el Brasil; Renguera en Colombia y Costa Rica; Derrengue y
Tronchado en México; Huequera en Panama; Mal de Caderas, Tumbi
Baba en Paraguay (29).

Historia:

: La rabia se conoce desde la antiguedad, la enfermedad fue des-
crita en perros ya 500 afios A. de J, C, La relacién de la rabia
de los animales con la humana fue reconocida en el afio 100 de nues-
tra Era y se recomendaba - la cauterizacidén de la mordedura del pe-
rro (28), se consideré como transmisible de los animales domésti-
cos al hombre y su existencia ya se habla detectado en este Conti-
nente Americano en el Siglo XVI (40,41,42), _

Zinke dié a conocer en 1804 la transmisidn de la rabia al perro
sano mediante inoculacién de saliva procedente de otro rabioso
(41,42), Asl probd la infecciosidad de la enfermedad, establecién-
dose medidas de cuarentena en los paises escandinavos ya en 1826.
Como consecuencia de ello, estas naciones han estado libres de 1la
rabia (41). '

El trabajo clasico de Pasteur en 1880, en el que el virus po-
dia modificarse de modo que inmunizaba sin peligro de producir 1la
enfermedad (41) y le corresponde el mérito de haber efectuado la
famosa inoculacibén con vacuna antirrébica de un nifo mordide por
un lobo rabioso en 1885 (35,42); también afirmé que el agente
etiolégico de la rabia era mas pequefioc que las bacterias (28). , Rem-
linger, en 1903, mostré la naturaleza viral de este agenﬁe por su
calidad filtrante y en el mismo afio Negri describié cuerpos de in-
clusion intracitoplasmiticos en las células nerviosas de los ani-
males rabiosos, sefiald el valor diagndstico de bstas (41,42),

En las Américas, la rabia ha existido indudablemente desde 1la
época colonial, si bien fue puesta en evidencia s6lo después de
los descubrimientos de Pasteur. El1 primer informe impreso acerca

de los vampiros relacionados con la rabia fue realizado en 1658
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pdr Guilherme Piso, medico de Amsterdam que acompandé al principe
Mauricio de Nassau a Brasil. Hizo notar que los nativos llamaban
a estos quirépteros "andira" y cita los frecuentes casos en que muer-
den'a los seres humanos por la noche. Sin embargo fue a partir del
primer decenio del presente siglo cuando los primitivos conceptos
sobre la Rabiaz y la forma de su propagacidén fueron puestos en duda.
La causa de ello fue el descubrimiento del investigador brasilefio
Carini en 1911, al comprobar que la grave epizootia llamada "Derren-
gue de los Bovinos" existia desde afios atrds en el estado de Santa
Cétarina, Sur de Brasil, 1la cual se debia al virus rabico, a pesar
que en tales regiones muy distantes de las zonas urbanas no habian
perros ni otroéﬂcarnivofos afectados con la enfermedad. Fue entonces
cuando por primera vez en la historia de la afeccidén, se sospechd
de los 'murciélagos hematéfagoq, cuyas mordeduras en los animales
fueron muf frecuentes. Luego la enfermedad se propagd dellsur del
Brasil a las ganaderias vecinas de Paraguay, Argentina y Uruguay.
Haupt - y Reﬁag en 1921 confirmaron plenamente en forma experimen-.

tal, la sospecha de Carini, de que los transmisores y propagadores

_del Derrengue eran efectivamente los quirdpteros, que al morder a

los bovinos para lamer e ingerir su sangre, transmitian el virus
(12). | |

En Venezuela Kubes y Galicia establecieron dentro del Instituto
de Investigaciones Veterinarias de Caracas la diferenciacién inmunold-
gica del virus rabico canino y el virus rabico del murciélago, utili-
zando para tal efecto las siguientes reacciones: Prueba de Protec-
cién Cruzada, Sueroneutralizacién Cruzada y Cerebro Neutralizacién
Cruzada (29).

Epizooﬁiologia:

Desde este punto de vista hay dos formas de rabia:
3.3.1 Urbana: '
Se propaga scbre todo entre los perros.
3.3.2 Selvatica:
Se observa principalmente en‘ los =zorros, chacales, 1§bos,
coyotes, zorrinos, mangostas, comadrejas y los murciélagos
(29). "
La informacién disponible permite definir dos grandes zonas en

las Américas: En la primera que comprende Canadd y Estados Unidos




de América, la enfermedad ha quedado practicamente circuiscrita a la
fauna silvestre (rabia silvestre), coﬁ muy pocos casos humanos va
que la rabia ¢anina se ha eliminado casi por completo; en la segunda,
compuesta por el resto de los paises, la situacidn se encuentra inver-
tida, pues resulta elevado el nimero de casos en seres humanos y
perros (rabia urbama), pero bastante menor en la fauna silvestre.
Tanto 1la rabia humana como la canina constituyen un problema de
caracter eséncialmente urbano, 'presente en casi tddos los paises
de América Latina y el Caribe, que se agudiza en los suburbios o
zonas periféricas de ciudades grandes y medianas. Los perros repre—
sentan mis del 947 en los casos de rabia animal y son los transmiso-
res de casi todos los casos humanos'(l,SS).

La infeccion natural ocurre en casi todos los mamiferos domés-
ticos y silvestres, si bien las diferentes espeéies animales presen-—
tan distintos grados de susceptibilidad. En las ciudades, las fuen-
tes p:incipaleé de infeccién para el hombre son en primer término
los perros, y en segundo, los gatos.

La rabia en carnivoros silvestres cuando se presenta en forma
enzobtica suele pasar desapercibida, pero cuando adquiere proporcio-
nes epizobticas, el ciclo silvestre trasciende al hombre y a los
animales domésticos. : )

El virus rédbico fue aislado de ratas y de otros roedores en di-
ferentes partes del mupdo, pero se le atribuye un reducido potencial
de transmisién al hombre. Tres casos humanos se atribuyeron a mor-
dedura de ratas. La rabia en murciélagos es un problema independien-
te de los ciclos infecciosos de otros mamiferos y sélo resulta de

_interés en las Américas. Es necesario distinguir la infeccién en
quirbpteros hematéfagos y no hematédfagos (35).

La rabia en murciélagos no hematdfagos ocurre de norte a sur de
las Américas y se ha comprobado en numerosas especies de insecti-
voros, como en varias de frugivoros, omnivoros e ictiéfagos. La
rabia en murciélagos'hematéfagos 0 vampiros es un problema limitado
a América Latina y Trinidad y Tobago. La infeccién ha sido compro-

bada en las tres especies de hematdfagos: Desmodus rotundus, Diphy-

lla ecaudata y Diaemus youngi, pero sélo la primera tiene importancia

epidemiolébgica (35). -

3.4 Distribucibén Geogrifica:
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La rabia es endémica en casi todos los paises del mundo con excep-
cién de Japbn, Irlanda, Gran Bretafia, Paises Bajos, Bulgaria, Espafia,
Poftugal. En las Américas no se registran casos en Uruguay, Barba-
dos, Jamaica y otras islas del Caribe (1,14).

Un reciente reporte de la Orgdnizacién Mundial de la Salud muestra
que la Rabia estaba ausente en los siguiénteS‘paises en 1982-1983:
Antigua y Bérbuda, Samoa Americana, Australia, Bahrain, Brunei
Darussalém, Isla Coock, Dominica, Guyana Francesa, Fiji, Polinesia
Francesa, Guam, Japdn, Kiribati, Kuwait, Isla Niu, Northern Marianas,
Mauritué, Oman, Papua, Nueva Guinea, Palau, St. Vincent y Grenadines,
Surinam, ' Singapur, Samoa, Isla Salomén, Tonga, Uruguay y Vanuatu
(35).

Hospederos afectados:

El virus de la rabia afecta primariamente perros, gatos y otros
carnivoros, pero todos los mamiferos de sangre caliente, incluyendo

al hombre, sor susceptibles. Las aves pueden infectarse experimental-

“mente. Los reptiles y peces no son receptivos (41,42).

3.6

Etiologia:
3.6.1 Caracteristicas del virus:

El virus rébico pertenece al género: Lyssavirus, familia
Rhabdoviridae (1,2,7,10,28,19,41,42). '

Hasta fines del decenio de 1960 se pensaba que, tanto desde
el punto de vista serolégico como patolbdgico, el virus rébico
constituia una entidad completa. Sin embargo, el aislamiento
y la identificacién en Africa de varios virus semejantes al
rdbico que producen enfermedades similares a la rabia, han
modificado este concepto y planteado interrogantes acerca de
las relaciones que guardan entre si los componentes del grupo
de virus rébico (Lyssavirus) y de su diagnbéstico diferencial,
especialmente las cepas atipicas. Asi, el conocimiento de las
propiedades fisioquimicaé y biolbégicas de estos virus, inclu-
fendo su antigenicidad, dindmica de replicacibn vy patogeni-{
cidad, proporciona la base para el diagnéstico diferencial
y facilitar el control de la rabia y de las enfermedades seme-

jantes a esta (47).

El género Lyssavirus se identifica con varios Serotipos:




Serotipo 1:
CVS (Challengue Virus Standard), cepa prototipo ‘de Virus

"Ribico Patrén de Prueba. Incluye la mayor parte de los virus
encontrados y de las cepas de laboratorio de los distintos
paises, asi como los aislados- por primera vez en roedores
en Europa Central (23,47).

Sérotipo 2: : 7

Virus Murciélagos Lagos fLagos Bat Virus o.LBV), aislado
de tres especies de qu1r6pteros frugivoros en ngerla, Repu—
blica Centroafricana y Sud&frica (1,7,20).

Serotipo 3:

Virus Mokola (MOK), aislado de musarafias africanas (Crocida
spp), de dos casos humanos y més recientemente de gastos y
un perro {(Foggin, 1983), en Nigeria, Camefﬁn y Zimbabwe.
Serotipo 4: | -

Virus Duvenhage (DUV), aislado del hombre en Sudéfrica (1,
2,12,13,29,42,52).

Serotipo 5:
Virus Kotonkan (KON), aislado de culicoides en Nigeria.

Serotipo 6:

Virus Obodhiang  (OBOD), aislado de mosquitos (Mansonia
uniformis) en Sudén (1,13,29,47).

Los Serotipos 2,3,4,5,6 reciben la denominacién de: Virus
Relacionados con el de la Rabia. Ninguno de estos virus afines
al rabico parecen por ahora tener mucha importancia epidemiold-
gica, si bien MOK y DUV han causado algunos casos de enfermedad
humana y muerte. El virus KOT causa,” seglin parece, una en-
fermedad en bovinos similar a la fiebre efimera bovina (1,6,18,
42,53).

‘Los virus relacionados con el rébico pueden presentar cier-
to grado de reaccién cruzada con el virus rébico, en las prue-
bas de inmunofluorescencia y fijacién del complemento; por
tanto, es posible cierta confusién en el diagnéstico de rabia.
La introduccién de estos virus de Africa en otros pgises com-
plicaria el diagnéstico de la enfermedad y obligaria a preparar
reactivos especificos para estos agentes. Asimismo, debe  to-

marse en cuenta que la vacuna antirrdbica no confiere proteccidn




contra los virus relacionados.

" En los estudios comparativos de patogenia realiz?dos en
himsters con cepas de rabia clasica, Lagos y MOK se ha compro-
bado que los tres virus son similares en cuanto a su tropismo
y al curso de la infeccién. En la experimentacibén también
se ha demostrado que ratones, hémsters, perros y monos .son
susceptibles a la inoculacién intracerebral de los virus afri-
canos (Légos y MOK), y los agentes pueden volver a aislarse
del cerebro y glandulas salivales; en cambio, la inoculacidn
de esos serotipos por otras vias raramente resulta en la muerte
de los animales. Las éepas aisladas de mosquitos (OBOD) son
patdgenas sblo para ratones lactantes inoculados intracerebral-
mente., En el ganado bovino, ovino, equino, como también en
roedores e  insectivoros del norte de Nigeria se encuentran
con frecuencia anticuerpos neutralizantes para el virus XOT,
aislado de Culicoides (1,10,28,41,42,53).

El microscopio ~electrdnico es un instrﬁmento fundamental
para la investigacidn, principalmente para conocer la estructu-
ra y morfologia del Virién RAbico, En un corte longitudinal
con contraste negativo, el virus adopta la forma de una bala,
(1,10,28,41,42,53), que mide 100 a 150 nanémetros de dia-
metro y puede ser de 250 a 1000 nanémetros de 1oﬁgitud. Tiene
un borde de espiculas superficiales de masa densa, ciertas
particulas presentan una estructura superficial neta en forma
de hexdgonos dispuestos en forma de panal. La nucleoproteina
interna posee forma helicoidal y se aisla de los viriones
desintegrados, aparece como una hélice monocateriana orientada
a la derecha, su estructura es extremadamente 14bil. La en-
voltura viral contiene 1ipidos, una glicoproteina con peso
molecular 80,000 daltons vy dos porciones proteicas, el nu-
cleocépside contiene 957 de proteina y una banda simple de RNA
(1,10,11,13,34,53). |

Se han identificado cinco polipéptidos del virus de la
rabia, son: Dos nucleoproteinas (N, NS), una glucoproteina
(G) vy dos proteinas de membréna (Mle) (42). '

El virus rébico posee dos antigenos principales: Uno in-

terno de naturaleza nucleoproteinica que es grupo especifico
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y el otro de superficie que es de composicién'glugop;oteinica
y responsable de los anticuerpos neutralizantes (1,4).;' 7

Se cree que la proteina-G (la mis grande) determina al pare-
cer el serotipo (42).

Los virus relacionados con el rabico se diferencian por
sus antigenos superficiales o glucoproteinicos mediante las
pruebas de neutralizacién y de protecciéh crizada; también
se emplean anticuerpos monoclonales dirigidos contra la nucle-
capside (13,53).

Se han sintetizado 26 péptidos que representan varios seg-
mentos de secuencia de aminoédcidos del virus de la Rabia. La
transportacién del virus desde la neurovirulencia hasta la
atenuacién, se ha podido relacionar con el reemplazamiento
de Arginina por Isoleucina o por glutamina en la posicién 333
de la secuencia de aminodcidos de la Glucoproteina del Virién.
La infeccién letal por virus de la Rabia produce inmunosupresidn
en el animal infectado, la cual se caracteriza por la incapa-
cidad de reaccionar las células T (citotdxicas); esta supresién
parece actuar sobre el Sistema Nervioso Central (53).

Se reconocen dos tipos de cepas del virus rabico:

El "_Y_i_r'll_i ‘Cil—l.g!l:

Es el virus recientemente aislado de los animales infecta-
dos por via natural y que no ha sufrido modificaciones en el
laboratorio. Las cepaé de este virus se caracterizan por un
periodo variable en incubacién, que en algunas ocasionés es muy
prolongado y por su capacidad de invadir las glandulas saliva-
les. Produce corpisculos de inclusibém en las neuronas (1,29,
41,42,58).

El "virus fijo":

Es un virus adaptado en el laboratorio, que se ha obteni-

do por pases sucesivos de virus calle por inoculacién intra-

cerebral en un animal de laboratorio (conejo, ratones, etc.).
En estos animales el virus calle necesita un periodo de incu-
bacién de 15 a 21 dias. Cuando, mediante pases, se ha conse-
guido la fijacién, el periodo de incubacién se acorta pro-
gresivamente y se hace "fijo", de 6 a 8 dias. La capacidad

de cepas de virus calle es muy variada. Algunas se fijan a
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los veinte pases, mientras que otras requieren cincuenta o més

pases, y todavia existen algunas que no pueden fijarse. Or-

" dinariamente las cepas més virulentas del virus de calle son

3.6.2

las mds aptas para la fijacidn en unos pocos pases (42).

El virus fijo se modifica también en otras caracteristicas,
ademds del acortamiento del tiempo de incubacién (4 a 7 dias).
Se multiplica mis ré&pidamente y en el cerebro se encuentra
mayor cantidad de virus. Pierde también la mayor parte de
su capacidad para formar corpisculos de Negri (29,42) y se
hace menos virulento para otros hbspederos distintos del que
ha servido para la fijacidn (42). |

El virus es muy estable, no invade las gléndulas saliva-
les (1,29), y es muy dificil conseguir la vuelta al estado
de virus dé calle. Este tipo de virus se emplea casi exclu-
sivamente para la produccién de vacunas (28,41,42,58).

Propiedades del virus:

El virus rébico es sensible a: La ebullicibén, muere a los
15 minutos de calentamientc a 70°C, (32) o a 56°C durante 30
a 60 minutos (29); 1las radiaciones ultravioletas destruyen
rédpidamente al virus (29,41) 1a pasteurizécién, disolventes
de las grasas (solucién de jabén, éter, 'cloroformo y aceto-
na), etanol al 45-70%, preparados yodados, clorure merciirico,
formel, Acidos y bases, amonio cuaternario (29,41).

El fenol, clorofermo y el éter son eficaces, pero requie-
ren mucho tiempo para inactivar al virus. El &cido nucleico

es facilmente inactivado por la B-propiclactona (29,34),

El virus es resistente a la desecacidn, congelacidén, des-

congelacibén repetidas (34) y es estable en un PH de 7.4 a 9.0
(29).

La liofilizacién conserva el virus, pero la desecacidén lenta
lo destruye.

Las sulfamidas, penicilina y estreptomicina no lo afectan
y suelen usarse para aislarlo a partir de productos contamina-
dos (41).

Se conserva en glicerina al 50%Z por un afic (41,42) y por
congelacién por mas tiempo (39). No aglutina los eritrocitos

(29).

."/2
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3.6.3 Cultivo del virus:

¥
El virus rébico puede cultivarse en medios tisulares a base

de cerebro de embridén de conejo, ratdén, rata o pollo suspen-
didos en solucién Tyrode, suero y plasma (41). Los cultivos

de células renales originales de perro *(BK), hamster (BHK),

gato; cerdo, cobaya y linea de células diploides humanas (WI-

38) permiten el crecimiento del virus_(29,41,42).

Puede observarse efecto citopatico en las _células ‘renales
de hamster y en las neuronas de cuitivos de cerebro de gato.
Estas acciones, que son de presentacién irregular, se obser-

" van tras varios pases. Los embriones de pollo se infectan

irregularmente, pero el virus puede adaptarse para conseguir

un crecimiento satisfactorio, aunque no se producen lesiones

especificas. La infecciosidad para los animales se reduce

por el cultivo en embriones de pollo (41).

3.7 Fuentes de Infeccién y Modo de Transmisidn:

3.7.1 Factores que afectan la transmisidn:
3.7.1.1 Susceptibilidad innata de la especie:
-La cadena infecciosa en la naturaleza depende mucho

de la susceptibilidad del animal mordido y de 13 can-

tidad del virus presente en las glandulas salivales

o en la saliva del animal atacante. El zorro es el
animal mAs susceptible de 1la Rabia que se ha estu-
diado: la.Zarigﬁeya, un animal marsupial, por el con-
trario es el animal mis resistente que se ha estudia-
do.

La susceptibilidad de los animales a la infeccibn
rabica, segin el sexto informe del Comité de Exper-
tos de la OMS en_Rabia, Ginebra, 1973. Evaluada, sal-
vo si se indica otra cosa, por inoculacidén intramus-
cular de 1la dosis necesaria para infectar al 50% por
lo menos de los animales,* es la siguiente: )
Susceptibilidad muy alta:

Zorros, coyotes, chacales,¥* lobos,¥ ratas canguro,

ratas de algodén (Sigmodon hispidus) y ratén comlin cam-

~pestre.

[mmm BCAMERSI Ty e 2 a:;;&'is:kl
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- Susceptibilidad alta:

3.7.1.2

3.7.1.3

Hamsters, mofetas, mapaches, gatos domésticos,
murciélagos, linces, mangostas,¥ vivérridos,* coba-
yos, conejos, otros roedores y bovinos,

Susceptibilidad moderada:

Perros, ovejas,® cabras,*® caballos y primates sub-
humanos.

Susceptibilidad bajai

Zarigﬁeyas.

Presencia del virus rébico en las glandulas salivales
de los animales mordedores o atacantes: _

S6lo un 502 de perros rabiosos tienen virus en la
saliva, mientras que aproximadamente el 957 de zorri-
llos rabiosos lo tienen (29).

Lugar de la herida:

La implicacidn es que en las patogénesis de la Ra-

bia el wvirus tiene una mejor oportunidad de infectar

3.7.1.4

si puede entrar en los tejidos nerviosos y en las fi-
bras sensoriales, después a los nervios periféricos
y al sistema nervioso central. Obviamente también es
importante el tamafo de los indculos introducidos,
pero el lugar donde el material virico es introduci-
do es muyrimportante, especialmente en el hombre.

Por ejemple el hombre tiene- mas fibras‘ sensoria-
les en la mano, cara y cuello, asi que una mordedura
en estas partes estd considerando un mafor riesgo
(29). '

Vacunacién:
Debemos considerar si el animal mordido fue vacu-

nado o si las personas fueron o estaban actualmente

‘siendo vacunadas, [Este tratamiento deberia prevenir

3.7.1.5

la transmisién (6,29).
El papel de los Roedores:

Se tiene informacidén epizootioldgica que indica
que los roedores no juegan ningln papel significati-
vo en la transmisidén de la Rabia en ninguna parte del

mundo. Se ha examinado cientos de miles de roedores
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de Areas enzodticas y epizobdticas, y no se tiene evi-
dencia de Rabia en ninguno de los animales roedores.
Basados en este punto epizootioldgico se puede con-
cluir que personas mordidas por roedores, rara vez

requieren tratamiento antirrdbico (19).

3.7.2 Forma de Transmision:

Ademads de la transmisidén por medioc de la mordedura se pue-
den observar infecciones humanas provocadas por aerosoles en
casos de exposicién natural (virus fijo); también se ha ob-
servado la muerte de carnivoros salvajes mantenidos en ca-
vernas de murciélagos o en el laboratorio en contacto con
aerosoles (virus del murciélago de cola libre).

En el laboratorio se ha comprobado asimismo la .infeccidn
oral de roedores, zorros y mofetas (29).

Los' huéspedes animales que mantienen el virus rabico en
la naturaleza son los carnivorqs y los quiréptergs. Los her-
bivoros y otros animales no mordedores, los roedores y los

lagomorfos no desempefian ningin papel en la epidemiologia.

3.7.2.1 Rabia Urbana:

El perro es el principal vector de la rabia urba-

na. La infeccién se transmite de un perro a otro y
del perro al hombre y a animales domésticos, por morQ
deduras (1,35,41,42,44,58) pero el virus puede pe-
netrar también por inhalacién y a través de las mu-
cosas de boca y ojos (42). La mordedura se indica
como causa de transmisién en el 952 de las historias
y el simple contactd en el resto (48). Las mordedu-
ras de perro no sblo constituyen_la causa de la gran
mayoria de casos de rabia humana en América Latina,
sino también de gran cantidad de heridas que requie-
ren tratamiento antirrdbico preventivo, como atencidn
médica y/o quirtrgica (58).

La gran densidad de perros y su alta tasa de re-
produccion anual son factores importantes en -las epi-
zootias de rabia canina en América Latina y en diversas
regiones (29,41,42).
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El periodo de incubacién de la rabia len condicio-
nes naturales es variable. En general, cuanto ma-
yor sea la cantidad de virus introducido en la herida
tanto mds corto es el periodo de incubacidn. La si-
tuacién de la herida también tienme relacidén con 1la
duracién del periodo de incubacién. En perros, el
periodo minimo es de 10 dias y el promedio de 21-60,
pero puede ser de 6 meses y muy rara vez hasta un
afio. En el hombre, el periodo de incubacién varia
entre uno y tres meses, con un minimo de 10 dias (29,
41,42),

En varias ocasiones se ha demostrado que el virus
aparece en la saliva algunos dias (2 & 3 dias y a ve-
ces 13 dias) antes del comienzo de la enfermedad v
la eliminacién del agente por esta via puede conti-
nuar hasta la muerte del animal (1,41). Sin embar-
go, debe tenerse en cuenta que no todos los perros
rabiosos eliminan el virus por la saliva y, en con-
secuencia, algunas mordeduras no son infectantes. Se
estima que cerca de un 60 a 757 de los perros rabio-
sos eliminan virus por la saliva y su cantidad va-
ria desde apenas vestigios hasta titulos muy altos
(1,27,58). Como es obvio, el riesgo de la transmi-
sién del virus al hombre por mordeduras o abrasién
es mayor cuando la dosis es mis alta. Asimismo, el
riesgo de contraer la infeccién aumenta cuando la

‘mordedura se produce en la cara, cuello o manos vy
disminuye cuando es el tronco o extremidades inferio-
res, Muchas heridas menores, por mordedura o rasgu-—
o, no contiene suficiente cantidad de virus como
para provocar la enfermedad, sobre todo si se ha in-
ferido 1a lesibén a través de la ropa; (1,58). La en-
fermedad se transmite raras veces, si la saliva no se
deposita bajo la piel (32). Antes del establecimien-
to de los esquemas de profilaxis posexposicién, se
estimaba que sb6lo se enfermaba un 20% de las personas

mordidas por perros rabiosos (1).
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El virus se desplaza en direccidén centripeta a lo
largo de los axones de nervios periféricos, y después
de su entrada en el sistema nervioso central, casi
siempre por 1la ‘médula espinal, su trayecto ascendente
hacia el cerebro es rapido. Aunque el sistema ner-
vioso central es sin duda la meta del virus rabico,
este agente infecta tambiien otros 6rgancs, como por
ejemplo las glandulas salivales, por movimiento cen-
trifugo a lo largo de la via axoplasmica, siendo tal
estimulo dindmico la causa de la acumulacién del vi-
rus en las secreciones bucales (42). Ordinariamente,
el virus alcanza el sistema nervioso central a tra-
vés de los nervios que parten de la zona de la mor-
dedura, aunque pueden utilizar otras vias, como la co-
rriente sanguinea (41).

En las =zonas urbanas, los gatos siguen a los pe-.
rros en el nflmero de casos comprobados de rabia. Se
consideran que los gatos son huéspedes accidentales
del virus y quizés no desempefian un papel importante
en el ciclo natural de la enfermedad, pero pueden ser-
vir como considerable fuente de infeccién humana vy
por tanto, se justificaria la necesidad de aumentar
su vacunacidén, Los gatos pueden adquirir 1la rabia
de perros. infectados o de animales silvestres con los
cuales entran en contacto {1,58).

Cabe aqui un comentario sobre la denominada Rabia
"Abortiva™ en perros y el estado de Portadores. En
trabajos de laboratorioc no es raro encontrar que Val—-
gunos ratones inoculados con virus rébico se enfer-
man y luego se recuperan. Numerosos hechos parecen
sugerir que la rabia no es siempre mortal. Casos de
rabia abortiva, si bien pocos, se han descrito en va-
rias especies animales, incluso en el ‘hombre. En un
Area enzobdtica de Buenos Aires, Argentina, se exami-
naron mediante la prueba de cerebroneutralizacibén 1015
perros y 114 gatos que habian dado resultados negati-

vos a las pruebas de aislamiento y de inmunofluores-
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cencia para el diagnéstico de la rabia. En los- espe-
cimenes de cerebro de dos perros-y de un gato del to-
tal de los examinados se encontraron titulos signifi-
cativos a. la . prueba de cerebro-neutralizacion (en
ausencia del virus), lo que se acepta como demostra-
cién de que los animales se habian recuperado de la
enfermedad, ya que en perros vacunados ¢ muertos .por
rabia esta prueba es negativa (1,26,58). A juzgar
por este estudio, la incidencia de la rabia abortiva
es muy baja (1,58). '

Un aspecto que ha suscitado controversia desde
hace tiempo es 1la posible existencia de portadores,
es decir de animales clinicamente_ normales que elimi-
nan virus por la saliva. Hasta época reciente, no
habia una prueba fehaciente de que existiera tal es-
tédo de portador de virus rabico. Sin embargo, en
Etiopia y la India, se ha podido aislar el virus de
la saliva de perros asintomiticos y durante periodos
muy prolongados. De 1083 perros en apariencia sanos
examinados en Etiopia, 5 fueron excretores intermi-
tentes del virus-en la saliva. En fecha més cercana,
se pudo comprobar el estado de portador en una perra
experimentalmente infectada, que se enfermé de rabia
y luego se recuperd, Esta perra fue inoculada por
via intramuscular (con un virus aislado de la saliva
de un perrc en apariencia sano de .Etiopia) y a los 42,
169 y 305 dias después de que se hubo recuperado de
la enfermedad, se aisld -el virus de su saliva. A los
16 meses, después de su recuperacidén, esta perra mu-
rié al parir dos cachorros que nacieron muertos, ¥
pudo c_omprobarse la presencia de virus rébico viable
en tonsilas, pero no en el cerebro u otros brganos
(1,58).

La transmisién interhumana de rabia por transplan-
te de cérnea, uno de los cuales ocurrié en los Esta-

dos Unidos y otro en Francia. Los dos casos se pro-

dujeron por no haberse sospechado de rabia en los do-
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nantes. La presencia del virus rébico se ha compro-

bado en la cérnea de animales y del hombre por la téc-
nica de impresién e inmunofluorescencia directa (1,
'35).

El virus alcanza la mayor .concentracién en el sis-
tema nervioso central y en la saliva, pero también
se ha demostrado en varios érganos corporales, aéi
como en la sangre y leche de animales infectados (35,
41). La transmisién transplacentaria de rabia por
infeccidn natural fue demostrada en bovinos y en zo-
rrillos. Experimentalmente se informé esta transmi-
sién en ratén y en murciélagos (28).

La transmisiéon transplacentaria sugiere que el agen-
te tiene una fase virémica en el huésped experimen-
tal. Esto indica una mayor susceptibilidad de teji-
dos inmaduros (fetos y recién nacidos)- g la invasidn
viral, Se sabe también que durante la gestacidn, las
gléndulas mamarias tienen un mayor aporte sanguineo,
que puede afectar o favorecer la diseminacién viral
hacia este tejido, 1o cual constituye otra posible
ruta de transmisidén del virus a partir de la madre a
los recién nacidos (18). —A '

Experimentalmente se demostr6 la presencia del vi-
rus rébico en glindulas mamarias de perras, en la le-
che, crias lactantes de cricetos.y en glandulas mama-
rias de murciélagos gestantes.

En forma natural el virus rébico fue aislado de

glandulas mamarias del gato de Algalia (Vivera civetta)
por Johnson.

No se ha obtenido informacién precisa que indique
cémo se lleva a cabo la transmisién del virus rébico,
a animales lactantes a partir de las leche materna,
pero es un hecho que la transmisién del virus al fe-
to o a los animales lactantes, juegan un papel im-
portante en la perpetuacidn del virus en la naturaleza
(28).

En un estudio realizado por la Facultad de Medici-
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na Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
Auténoma de México, se identificé y aisld el virus:
rdbico a partir de gléndulas memarias de 6 ovinos es-
tabulados, provenientes del Estado de Tlaxcala, Mé-
xico, infectados naturalmente. También se determiné
la presencia del virus en encéfalos y glandulas saliva-
les. -

Para determinar si el virus era eliminadoe en la
leche se inocularon cuyos gestantes. La infeccibén ré-
bica fue reproducida en estos animales, aislandose
e identificéndose virus a partir de leche, gléandulas
mamarias, encéfalos, nervios cidticos, nervios bra-

quiales, glandulas salivales, médulas espinales, cora-

‘zén, rifibn y pulmbén, al igual que de las crias sacri-

ficadas con signos nerviosos. Se utilizaron 1la prue-
ba de Anticuerpos Fluorescentes y la inoculacién al

ratdén (28).

Rabia Silvestre:

La rabia silvestre: se mantiene en 1la naturaleza
en forma similar a la urbana. Dentro de un determi-
nado ecosistema, una o dos especies de mamiferos, en
especial carnivoros y quirépteros, se encargan de per-
petuar la rabia. En diferentes partes del mundo va-
rias especies silvestres mantienen el ciclo del virus
rdbico en sus diferentes ecosistemas (29).

Las epizootias y enzootias entre los animales sil-
vestres dependen sobre todo de la dindmica de la po-
blacién., Cuando la densidad de 1la poblacién es alta,
la rabia adquiere proporciones epizobticas y muere
un gran nGmero de animales. Cuando la densidad es
baja, la rabia puede presentarse en forma enzodtica
o, con el tlempo, desaparecer del todo. El periodo
varlable de 1ncubac1on, que en algunos animales pue-
de ser muy largo, favorece el mantenimiento de la pro-
pagacidn del virus (29).

Se han encontrado anticuerpos contra el virus ré-
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bico en -varias especies silvestres, tales como zorros,
mapaches, mangostas y murciélagos insectivoros, este
hecho indicaria que la infeccién radbica no siempre

conduce a la enfermedad y muerte. En. animales poco

susceptibles, tales como mapaches, la tasa de reaccio-

nes puede ser alta en el periodo posfépizoético. En
las glandulas salivales de mangostas rabiosas se han
encontrado titulos bajos de virus, y este hecho su-
giere. que dosis subletales de virus podrian ser trans-
mitidas pdr mordedura. Incluso en especies altamente
susceptibles, como los =zorros, se encuentran algunos
ejemplares con un titulo muy bajo de virus en las glén-
dulas salivales. Se cree que la condicién inmune adqui-
rida en forma .natural de .una poblacibén de animales
silvestres es un factor importante para que un brote.
epizodtico no ocurra en una especie y Area determina-
das. Es decir que, mientras haya una alta tasa de
animales con anticuerpos puéde haber transmision es-
porddica del virus, pero resultaria dificil que al-
cance proporciones epizobdticas (29).

La Rabia del murciélago vampiro plantea en América
Latina problemas' de gravedad, han vivido en calidad
de huéspedes exclusivos del-continenté americano, des-

de épocas muy remotas. De la gran variedad de espe-

cies de murciélagos qué existen en el continente, sélo

tres de ellas son hematéfagas. Taxondmicamente per-
tenecen a la familia Phyllostomatidae, Subfamilia Des-
modinae, con sblo tres géneros, Desmodus es el mas
abundante en su distribucién y nlmero. Diphylla, con
una distribucidn menor, es mucho menos abundante; por
lo que respecta a Diaemus, es considerado una especie
muy rara y escasa (29). |

La razén de la amplia distribucién y nfmero de Des-

modus es debida, a que no obstante la especializacién

en su hébito alimenticio puede obtener su sustento

de mamiferos, reptiles y aves, mientras Diphylla ¥y

Diaemus muestran una extraordinaria especializacién
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en sus dietas,. prefieren alimentarse "con saﬁgre de
aves.

En las - poblaciones de murciélagos vampiros, la
transmisién del. virus ocurre, posiblemente, durante
la lucha por el sexo o por el sitio de descanso, ya
que el refugio con frecuencia es compartido con mur-
ciélagos de otras especies, la enfermedad le es trans-
mitida por el mismo mecanismo (29). )

No se ha comprobado de modo fehaciente que haya
portadores entre los murciélagos, como se habia creido
con anterioridad; los murciélagos mueren cuando se
enferman de rabia y nunca se ha aislado virus de las
glandulas salivales sin que también lo hubiera en el
cerebro, Se ha comprobado que algunos murciélagos
podian eliminar el virus por la saliva durante 10
dias o mAs antes de la muerte, pero tal fendmeno se
ha observado en otras especies animales, y se ha ais-
lado el agente de la saliva de mofetas por lo menos
durante 18 dias y en zorros durante 17. Asimismo, es
de suponer que algunos murciélagos se recuperan de
la enfermedad y, tal como sucede con otros mamiferos
silvestres, se hallan anticuerpos neutralizantes en
vampiros de Areas donde ocurren brotes de rabia bovi-
na. En un Area de Argentina, se encontraron anticuer—
pos en el suero de 24 de 99 vampiros examinados, sin
que se comprobaré la presencia de virus en el cere-
bro u otros tejidos, ni anticuerpos neutralizantes
en el sistema nervioso central, lo que indicaria que
los animalesl no se habian enfermedadol de rabia (Lord
et al, 1975). Se ha sugerido que los anticuerpos sé-
ricos podrian deberse a repetidas infecciones sub-
letaleé, pero'faltan evidencias experimentales al res-
pecto (28).

En ios Gltimos afios se sabe de casos humanos dé
rabia adquirida por via aerdgena. En una cueva de
Texas, Estados Unidoé, donde se refugian durante el

verano millones de murciélagps de cola libre (Tadari-
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da brasiliensis), ocurrieron dos casos en cientificos
que permanecieron en el lugar algunas horas y no re-
cibieron mordedura alguﬁa (Constantine, 1971). En
la misma cueva, también se comprobd la transmisidn
por via aerbgena en coyotes y =zorros encerrados en
jeulas a prueba de murciélagos o artrépodos. Es pro-
bable que los aerosoles se hubieran producido por la
saliva (y orina) de los murciélagos insectivoros.
Asimismo, el virus fue recogido del aire de la cuéva
por aparatos especiales e inoculado en .zorros que se
enfermaron y murieron de rabia. Otro caso ocurrid
en el laboratorio; la victima fue un - mitrobiélogo
que estaba preparando una vacuna concentrada.
‘De modo experimental se han podido infectar anima-
les de laboratorio por via digestiva y se ha compro-
bado la infeccién por canibalismo en madres de rato-
‘nes lactantes inoculados con ‘virus rdbico. Se cree
que este modo de transmisidén puede desempelar algin
papel en la propagacidén de la rabia entre animales
silvestres. No se conocen casos humanos de rabia ad-
quirida por ingestidén, ain cuando se ha detectado el
virus en la leche de algunas vacas rabiosas (1).

3.8 Sintomas de la Rabia:

La Rabia se manifiesta en una de dos formas: furiosa y muda o

paralitica.

La Rabia Furiosa:

.~ Especialmente - en el perro, se caracferiza por modificacién de la
conducta del ahimal, intranquilidad, apetito transtornado, excita-
cién (41), complejo de ataque agresivo, sialorrea, incoordinacién
(42), alteracidn de la voz, parilisis faringea, tambaleos,. pargli-
sis general y finalmente la muerte (41). Esta, generalmente, se pre-

senta a los 3 6 4 dias de la aparicién de los sintomas.

La Rabia Muda o Paralitica:

Se observa frecuentemente en animales con virus fijo y, en ocasio-
nes, en otros animales con infecciones naturales por virus de calle.

los animales que muestran este tipo generalmente tienen un corto




22

periodo de excitacién seguido de incoordinaciébm, ataxis, paréalisis,

deshidratacidon y pérdida del estado general, seguida de la muerte
(41,42).

El

fases:

3.8.1

3.8.2

cuadro clinico se presenta en la mayoria de los casos en tres

Fase Prodromal:

£

Variable de algunas horas hasté 1 6 2 dias, se caracteriza
por depresién, cambios de conducta (segregacién de otros anima-
les, blsqueda de sitios o lugares oscuros, etc.), alucinacio-
nes e inmovilidad, anorexia, cese' de produccidn, elevacién
de temperatura 1 a 3 grados, siendo muy raro que el animal
ataque en esta fase; frecuentemente este periodo es confundi-
do con _tranétornos digestivos, lesiones, cuerpos extranos en

la boca, intoxicaciones o enfermedad infecciosa inicial

(29).

Fase Excitativa:

Llamada también Rabia Furiosa, es una etapa que progresa
ripidamente a la fase paralitica. , '

Se caracteriza por una estimulacidén del sistema nervioso,
con manifestaciones de agregividad, expresidén facial de aler-
ta, ansiedad y pupilas dilatadas, tendencia a atacar objetos
que se muevan, muerden y degluten objetos extrafios, -a veces
se mutilan partes de su propid cﬁérpo (equinos).

Estimulacién del tracto genitourinario, se observa con
frecuencia principalmente en especies mayores, caracterizan-
dose por micciones frecuentes, ereccién del pene y deseo se-

xual.

&

El bramido del bovino, asi como el ladrido del perro es

‘muy orientador en el diagnéstico clinico. - El tenesmo y arquea-

miento del dorso son concomitantes con la miecidén frecuente

(29).

3.8.3

Fase Paralitica:

Se caracteriza por una pardlisis progresiva que principia
en partes altas del tracto digestivo, que dificulta al animal
deglutir y masticar (parélisis faringea y misculos maceteros),

con salivacibén profusa y caida de 1la mandibula inferior (pe-
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rros). La parilisis répidemente progresa a todas partes del
cuerpo, el animal adquiere la posicién decfibito, debilitén-

dose por la deshidratacién, muere por fallo cardiaco (29).

Rébia en el Hombre:

El periodo de incubacién dura de 2 a 8 semanas, pero pue-
de variar desde 10 dias hasta 8 meses o mds. La mayor o. me-
nor duracién de la incubacién puede depender de la dosis de
virus inyectado por la mordedura, del iugar de la misma y la
gravedad de la laceracién., El perfodo de incubacidén es mas
largo cuando la herida estd mAs alejada del sistema nervioso
central (1). _ ‘

La enfermedad comienza con una sensacién de angustia, cefa-
lalgia, pequefia elevacién de la temperatura corporal, males-
tar y alteraciones sensoriales imprecisas;'é menudo relaciona-:
das con el lugar de la mordedura. En la fase siguiente de
excitacién, hay hiperestesia y una extrema sensibilidad a 1la
luz y al sonido, dilatacidén de pupilas y un aumento de la sa-
livacién. A meﬁudo que la enfermedad progresa, hay espasmos

en los misculos de deglucién y la bebida es rechazada violen-

_tamente por contracciones musculares. Esta disfuncién de la

deglucién se observa en la mayoria de los enfermos, muchos de
los cuales experimentan contracciocnes espasmbdicas laringofarin-
geas a la simple vista de un liquido y se abstienen de deglutir
su propia saliva {(hidrofobia) (1,42). También pueden observar-
se espasmos de los misculos respiratorios y convulsiones ge-
neralizadas. La fase de excitacién puede ser predominante

hasta la muerte o sustituida por una fase de paradlisis gene-

-ralizada. En algunos casos, la fase de excitacidn es muy cor-

ta, y en casi todo el curso predomina la sintomatologia para-
litica. La enfermedad dura de 2 a 6 dias, aunque a veces este

lapso es mayor, y de modo casi invariable termina con la muer-
te (1).

Rabia en los Animales:

Se distinguen las dos formas, rabia furiosa y la parali-

tica o muda, segin la sintomatologia nerviosa  predominante.

Imﬂﬂwkmmm'at smmemmm}l
- BiblABAeoceo Cenioal
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3.8.5.1 Perros:

El periodo de incubacién dura de 10 dias a 2 meses
0 mis. En la fase prodrémica, los perros manifiestan o
un cambio de conducta, se esconden en rincones oscuros R
o muestran una agitacidén inusitada y dan vueltas N
intranquilos. La excitabilidad refleja estd exaltada,
y el animal se sobresalta al menor estimulo. Se nota
anorexia, irritacién en la regién de la mordedura,
estimulacién de las vias genitourinarias y un ligero
aumento de la temperatura corporal. Después de 1 a
3 dias, se acentiian en forma notoria los sintomas de
excitacién_ y agitacién. FEl perro se vuelve peligro-
samente agresivo, con tendéncia a morder objetos,
animales y al hombre, incluso a su propio duefio; mu-
chas veces se muerden a si mismos, inflingiéndose gra-
ves heridas.A La salivacién es abundante, ya que. el
animal no deglute la saliva debido a la parédlisis de
los Nervios Recurrentes Laringeos y los Msculos de
la Deglucién, y hay una alteracién del ladrido por
la paralisis parcial de las Cuerdas Bucales, con un
aullido ronco y prolbngado. Los perros rabiosos tie-
nen propensibén- a abandonar sus casas y recorrer gran-
des distancias, a la vez que atacan con furia a sus
congéneres u otros animales. En la fase terminal de
la enfermedad, con frecuencia se pueden observar con-
vulsiones generalizadas; luege, la incoordinacién mus—
cular y parélisis de los miisculos del tronco y de las
extremidades (3,29). | .

La forma muda se caracteriza por el predominio de
sintomas® paraliticos, en tanto que la fase de excita-
cidén es muy corta o a veces estad ausente. La para-
lisis comienza por los misculos de la cabeza y cuello;
el animal tiene dificultad en la deglucién y, a menu-
do, por sospecha de que el perro se haya atraganﬁado
con un hueso, el duefio trata de socorrerlo, exponién-
dose de esta manera a la infeccién. - Luego sobreviene
paridlisis de las extremidades, pardlisis general y
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muerte. El curso de la enfermedad dura de 1 a 11 dias.
En Africa Occidental ocurre una forma particular
de rabia en perros, denominada "Ouloufato", que se
caracteriza por la modalidad muda de la enfermedad,
con corplisculos de inclusién diferentes a los de Negri,
periodo de incubacidn corto, diarrea y parélisis‘prq—
gresiva, sin fase furiosa, Se considera que el "uolou-

fato" es un virus rabico atenuado (3,29).

Gatos:

La mayor parte de las veces la enfermedad es de
tipo furioso, con sintomatologia similar a la de los
perros; atacan sUbitamente, mordiendo y arafiando en-
conadamente. En 2 a 4 dias de haberse presentado .los
sintomas de excitacién, sobreviene la pardlisis del

tercio posterior (3,29).

Bovino (Cabra y Oveja):

En 1la rabia transmitida por vampiros, el periodo
de incubacién es largo, con fluctuaciones entre 25
dias y mis de 150. Los sintomas predominantes son
del tipo paralitico; por ello, se denomina a la enfer-
medad como rabia bovino paresiante o paralitica. Los
animales afectados se alejan del grupo; algunos pre-
sentan las pupilas dilatadas y el pelo erizado, otros
somnolencia y depresidén. Se pueden observar movimien-—
tos anormales de las extremidades posteriores, lagri-
meo y catarro nasal. Los accesos de furia son raros,
peroc se pueden notar temblores musculares, inquietud,
priapismo e hipersensibilidad en el lugar de la mor-
dedura del vampiro, de modo que los animales se ras-
can hasta provocarse ulceraciones. Al avanzar la en-
fermedad, se observan incoordinacién muscular y con-
tracciones tonicoclénicas de grupos musculares del cue-
110; tronco & éxtremidédes (3,29). Los animales tie-
nen dificultad en la deglucidén y dejan de rumiar. Por
Gltimo, caen y no se levantan mAs hasta la muerte.

La emaciacién es notable, el morro se cubre de una
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baba amarillenta y espumosa, y el estrefiimiento es
pronunciade. Los signos paraliticos suelen presentar-
se entre el segundo y tercer dias después de inicia-
dos los sintomas. La duracidon de la enfermedad abar-
ca de 2 a 5 dias, pero en ocasiones se extiende a -8
6 10 dias. Sobre la base de la sintomatologia no se
puede diferenciar la rabia bovina originada por mor-
dedura de vampiros de la causada por perros, en espe-
cial si la ocurrencia es esporaddica. Los datos epi-
zootiolégicos, tales como la presencia de murciélagos
hematofagos, él hallazgo de mordeduras que ocasionan
estos quirdépteros, la ocurrencia de mitltiples casos,
la preponderancia de manifestaciones paraliticas y so-
bre todo la ausencia de rabia canina en la regiém,
inducen a la sospecha de rabia transmitida por vampi-
ros. Es de esperar que mediante la técnica de anti-
cuerpos monoclonales se puedan hallar diferencias an-
tigénicas, que permitan distinguir los virué transmi-
tidos por los vampiros de los de los perros (1).

En los animales con la forma furiosa son peligrosos,
atacando y persiguiendo a los otros animales y al hom-
bre. La lactacién cesa bruscamente en el ganado le-
chero, En vez de la habitual expresién placida, hay
otra de estado alerta. Los ojos y las orejas siguen
los sonidos y el movimiento. Un signo c¢linico de 1lo
mas tipico en el ganado vacuno es ‘el bramido, de un
caracter que dificilmente puede confundirse una vez

que se ha escuchado (3,42).
El origen de la Rabia Bovina en Guatemala es prin-

cipalmente canina. En una investigacién realizada
en Guatemala sobre la deteccidn del virus en cerebro

de murciélagos, no se aisld el virus en éstos (40).

Otros animales domésticos:

La sintomatologia de la rabia en egquinos, ovinos
y caprinos no es muy diferente de la de los bovinos.
Después de un periodo de excitacién con duracién e

intensidad variable, se presentan fendmenos parali-
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ticos que dificultan la deglucién y luego provocan
incoordinacidén de las extremidadeé. Se produce una
alteracién del gusto y muchos animales ingieren ob-
jetos indigeribles. En todos los casos hay una alte-
racién de la conducta. En porcinos la. enfermedad se
inicia con fendmenos de excitacién muy violenta y la
sintomatologia es, en general, Simi;ar a la de los pe-
rros (1,42).

Aves:

La rabia adquirida naturalmente es excepcional en
esta especie (1). En los pollos adultos son resisten-
tes al virus rébico y a menudo se recuperan. Sin em-
bargo, en la forma mortal las plumas se rizan y el
animal ataca, apareciendo después'gritoé roncos ataxia,

parélisis y muerte (42).

Animales Silvestres:

La rabia ocurre naturalmente en muchas éSpecies
de caninos y de otros mamiferos. Sobre la base de
datos experimentales y algunos epidemiolégicos, se
considera a zorros, -coyotes, chacales y lobos como
los mAs susceptibles. Las mofetas necesitan una dosis
por lo menos 100 veces mayor de virus que para los
zorros, en forma experiméntal. El périodo de incuba-
cién es variable y raramente menor de 10 dias o mayor
de seis meses. La sintomatologia clinica en zorros,
mofetas y mapaches infectadas de modo experimental
es similar a la de ios perros; la mayoria de los ani-
males manifiestan rabia del tipo furioso; algunos,
sin embargo, presentan rabia muda. La duracidén de la
enfermedad es de 2 a 4 dias en zorros y de 4 a 9 dias
en mofetas. En los murciélagos, tanto hematdfagos
como no hematdfagos, se observa rabia furiosa y a veces
muda (1).

El virus rébico, al ser inoculado por via subcuténea o intramus-

cular, comc sucede naturalmente por una mordedura, se propaga del




lugar de inoculacién al sistema nervioso central por el axoplasma
de los nervios periféricos (1). En los animales de experimentacidn
el virus progresa a lo largo de los nervios, en sentido centripeto,
a una velocidad aproximada de 3mm por hora, andloga a la velocidad
de propagacidn..del virus de la poliomielitis (21). La neurectomia
de los nervios regionales, con anterioridad a la inoculacibén con
un virus fijo, previenen el desarrollo de la enfermedad en un animal
de laboratorio. Tiene gran"importancia la comprobacidén experimen-
tal de que el virus permanece un tiempo mas o menos largo sin pro-
pagarse en el lugar de la inoculacién. En la mayoria de ratones
inoculados en la almohadilla plantar con virus calle, se pudo
prevenir la rabia mediante la amputacién de la pata inoculada hasta
18 dias después de la exposicién experimental. Se comprobd que en
el periodo anterior a la invasién neural el virus se multiplicaba
en los miocitos del lugar de la inoculacién. FEl lapso de tiempo que
media entre la inoculacién del virus y la invasién neural es quizas
el fnico periodo en el que el "tratamiento" vacunal profilécticoc pos-
terior a la exposicidn puede dar resiultados satisfactorios (1).

Una vez que se produce la infeccién del sistema nervioso central,
el virus se difunde en forma centrifuga a las glandulas salivales
y otros organos y tejidos por medio de los nervios periféricos de
la misma manera en que se produce la progresién centripeta (1,28;
35).

En las glandulas salivales se han comprobade titulos viricos més
altos que en el cerebro y también se han hallado titulos altos en
los pulmones; esto indicaria que el agente puede multiplicarse fue-
ra del sistema_ nervioso central. Se ha aislado o detectado virus
en diferentes organcs y tejidos, tales como las glandulas suprarrena-
les, grasa parda (glandula interescapular) de los murciélagos, rifio-
nes, vejiga, ovarios, testiculos, glandulas sebiceas, células pger-
minativas de los bulbos pilosos, coérnea, papilas de la lengua, pared

intestinal y otros. Sin embargo, conviene tener en cuenta que la

distribucién del virus no es uniforme y la frecuencia de la infeccibdn

de diferentes 6rganos es variable. Es importante sefialar que siempre
que se aisla el virus de las gléndulas salivales, se le encontrari
asimismo en el sistema nervioso central.

En varias ocasiones se pudo comprobar una viremia temprana, fu-
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gaz y de bajo titulo, pero no se ha podido demostrar de modo fehacien-
te que haya una diseminacién hematbégena del virus y que la misma de-
sempefie alguna funcién en la patogenia de la rabia (1).

Entre  las distintas cepas de virus rébico se observan pronuncia-
das diferencias en cuanfo a la capacidad infectante, la de propagar—'
se por -el organismo y la de provocar la enfermedad. Las™ cepas de
laboratorio de virus "fijo", que se usan en la produccién de vacunas
o en distintas técnicas de investigacidén y de diagndstico, poseen
escasa patogenicidad cuando se inoculan periféricamente en pequefas
dosis. Asi pues, las pequefias heridas punzantes que puedan produ-
cirse accidentalmente en el laboratorio mientras se manipula virus
fijo no son muy peligrosas y un tratamiento de mediana intensidad
bastaré4 para disipar toda inquietud. Se considera que estin en este
caso cepas como las CVS, LEP y HEP; de_hecho; estas dos (ltimas ce-
pas, tal como se usan en vacunas-liofilizadas, se han inoculado a cien-
tos de seres humanos sin efectos adversos (34).

El virus de la calle, en cambio, se debe manipular con precaucion,
sobre todo en presencia de saliva que contenga hialuronidasa, a pesar
de que-se ha observado que las diferentes cepas de Qirus de la calle
tienen distinta capacidad infectante por inoculacién periférica., En
el animal, la capacidad infectante y patogénica es sobre todo funcién
de la dosis de virus, es decir,'parece éxistir un umbral que debe
sobrepasarse para que aparezca la enfermedad. La sensibilidad del
hombre a pequefias cantidades de virus rabico de 1a calle no es al pa-
recer tan grande como la del zorro y ganado mayor, pero como se COno-
¢en casos de infeccién humana consecutivos incluse a heridas punzantes
relativamente pequeiias, por ejemplo en los dedos, es prudente consi-

derar que toda herida contaminada con virus de la calle puede ser muy

‘peligrosa. En cualquier caso, todo el personal de laboratorio debe

someterse a una inmunizacién profiléctica (34).

Lesiones:

Macroscdpicamente: Se ve hiperemia, edema de 1la piamadfe y a ve-

ces algunas petequias. En animales sacrificados a menudo no son muy
marcadas las lesiones. '
Se encuentran en forma dispersa infiltrados tisulares y perivascula-

res de linfocitos, y en casos crbdnicos plasmocitos o sea que se ob-

-
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~serva el cuadro de una polioencefalomielitis diseminada no purulenta
(29,41). '

En el tejido los infiltrados celulares se aglomeran principalmente
alrededor de las células ganglionares (neuronas) y a lo largo de los
fasciculos_nervidsoé. “En casos crénicos las células gliales se pro-
liferan especialmente junto a las neuronas (satelitosis), formando
pequefios focos o nodulos (nddulos rabiosos de Baves). Inflamacién
de las glandulas salivales se presenta principalmente en la glindula
submaxilar, mientras que macroscépicamente sbélo se observa una hipere-
mia y pequefias hemorragias (29,34).

Histoldgicamente: Se observa un infiltrado intersticial de linfo-

citos y plasmocitos, especialmente alrededor de conductos excretores
pequefios y medianos, asi como periyéscularmente. Pueden presentarse
también degeneraciones epiteliales focales. Los Corplisculos de Negri
no han sido observados ni en el tejido glandular ni en la secrecién
salival, sin embargo se han observado en las células ganglionares in-
terglandulares.

Las células ganglionares en la Rabia'callejera (Virus de la calle)
casl no presentan lesiones, sin embargo en la Rabia producida con el
virus de pasajes se observan fuertes degeneraciones, neuronofagia y
necrosis total. .

Las vainas de los nervios periféricos presentan infiltracién lin-
focitaria en sefial de inflamacidén. Alteraciones similares a las del
Sistema Nervioso Central se observan en los ganglios cerebroespinales
y simpaticos, especialmente el ganglio nodoso del nervio vago se pre-
senta hiperémico o inflamado. Microscoépicamente se observa un.infil-
trado linfoplasmocitario, asi como- degeneracién y desaparicién de
neuronas, esto (ltimo por medio de la neuronofagia (29,34).

‘El diagndstico positivo sdlo se hace cuando se encuentran los cor-
pisculos de Negri, que son patognoménicos, estos tienen de 1 a 27
"micras de tamaiio, generalmente rEdondos, pueden tener formas ovoides,
de pera, o de triéngulosrcon los énguios redondeados, y son cuerpos
de ipglusién claramente delimitados, los cuales van aumentando de
tamafio con el transcurso de la enfermedad. Por 'eso se aconseja no
sacrificar el animal (29,34,41).

En la mayoria de los casoé los cuerpos de inclusidén se encuentran

intracitoplasméticamente (pueden haber 20 o mis inclusiones en una
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sola célula) con frecuencia en las prolongaciones citoplasmicas de
ias grandes neuronas del asta de Ammbén, y en menor proporcién en

otras regiones, a veces se encuentran libres en el tejido entre las

células de glia (perros 95%, gatos 75%).

Para encontrar mis ficilmente estos cuerpos de inclusién en perros

y gatos es mejor buscar en las astas (cuernos) de Ammén (hipocampo

“mayor); en bovinos y rumiantes, en general debe buscarse en las cé-

lulas de Purkinje del cerebelo y en las células ganglionares de la
médula oblonga.

En general las células que contienen las inclusiones muestran una
estructura normal (29;34). )

Los Corplisculos de Negri se reconocen porque poseen una sustancia
fundamental acidéfila (entre color rosa y morado) y homogénea, entre
1a cual se observan corpusculos bas6filos (azul-azul negro) de forma
variable y con . estructura ‘interna, en el diagndstico diferencial hay
que tomar en cuenta ciertos cuerpos de inclusién intracitoplasmiticos
que se observan ocasionalmente en el cerebro de perros, gatos y otros
felinos, asi como en ratones normales, pero estos son pequefios unifor-
memente redondos, sin estructura interna, altamente refringentes vy
de un color de rosa hasta rojos. Cuando estos se presentan en el asta
o cuerno de Ammon se les llama corplisculos de Luzzan, y a los que se
encuentran en el Tilamo se les conoce como Corplsculos de Loewenthal.
Es de mencionar aqui corpiisculos similares a los anteriores que se
observan en el Moquillo canino.’

De los corpisculos de Negri han sido aislados histoquimicamente:
proteinas, alfa aminodcidos, érginina, tirosina, hierro orgénico y
adcido desoxiribonucleico.

Ademas de los Corplisculos de Negri se han encontrado intra y extra-
celularmente corpiisculos puntiformes redondos u ovoides, solos, dobles
o formando cadenas, sin estructura interna, pero de una coloracibn
acidéfila al de la sustancia fundamental de los Corpisculos de Negri
(grénulos de Babes—Koch) que debieran ser también considerados patogno-
ménicos para la Rabia y se les tiene como el agente etiolégico. - Para
algunos los distintos tamafios visibles representan fases de desarrollo
del virus (29, 34)

3.11 Dlagnost1c0'
No es facil el diagnéstico de rabia, y dada la posibilidad de ex-~
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posicién humana, la rapidez y exactitud son esenciales. Si bien
reconocemos la utilidad de los signos clinicos, es necesaria precau-
cibn extrema durante el examen antes de la muerte., Si el animal
parece sano y estd vivo es indispensable cuarentena’ y observacién
en cuanto a signos clinicos, y si estos no aparecen en 14 dias, pue-
de considerarse el caso negativo. Ahora bien, si el animal muere
en cuarentena, o si ya mostraba signos en el momento de la mordedu-
fa, es imperativo el envio de muestras de tejidos para el diagnds-
tico de laboratorio, mientras que las personas mordidas deben ser
tratadas inmediatamente sin esperar confirmacién. El1 animal que.pa-
dece rabia suele morir en dos o tres dias, y si tal cosa no ocurre,
no debe sacrificarse; al morir debe ser enviada la cabeza para el
diagnéstico de laboratorio (42). El sacrificio prematuro de esos
animales disminuiria la precisién del diagndstico de 1laboratorio,
ya que los Corplsculos de Negri se desarrollan en el tejido cere-
bral en relacién directa con la duracién del proceso clinico de la
‘rabia (34). | '

Si las circunstancias obligan a sacrificar el animal, se le ma-
tarad de un tiro en el corazém, pues un disparo en la cabeza lesiona-
ria el encéfalo y reduciria su utilidad pafa el diagnéstico. No se
recomienda el empleo de venenos quimicos, que ulteriormente pueden

causar dificultades en las pruebas de inoculacién animal (34).

3.11.1 Empaquetado y_envio de la Muestra:

Una vez decapitado el animal sobre el terreno, la cabeza
se enfria con rapidez y se mantienen a baja temperatura. Lo
mejor es hacer el envio con un mensajero, pero si no es posi-
ble, se empaquetara para su expedicidén urgente por via terres-
tre o aérea.. Se coloca la cabeza en una lata o en otro reci-
piente metdlico impermeable adecuado, que se cierre hermética-

_mente y se coloca, a su vez, dentro de un envase metdlico im-
permeable de mayor tamafio, llenando con hielo machacado el
espacio que queda entre los dos recipientes. El paquete se
ha de rotular con claridad y enviar al laboratorio con la mi-
xima urgencia (29,34,56). -

Para el envio de las cabezas al laboratorio pueden asimis-
mo utilizarse bolsas de pléstico grueso y una caja de cartén.

Se debe emplear una bolsa interior de un grosor de 0.0l cm.
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y de un tamafio de unos 45 cm. por 100 cm.,'de forma que tenga
profundidad suficiente para que su extremo abierto se pueda
retorcer y anudar firmemente una vez colocada la muestra en
el interior. Si la cabeza tiene aristas o salientes agudos,

como huesos astillados o pllas de puerco espin, se debe envol-

ver primerc en varias hojas de papel de periédico y colocar

después en la bolsa, ‘Eéta bolsa interna anudada,'que contie-
ne la cabeza, se introducerdeSpués en una bolsa exterior mayor,
de doble pares, 1llena de trpids de hielo hasta un tercio de
su volumen. La bolsa doble exterior estd fprmada por dos sa-
cos plasticos, uno dentro de otro, de unos 0.008 cm. de gro-

sor, 60 cm. de anchura y 120 cm. de profundidad. Se agrega

" después mas hielo triturado hasta recubrir la bolsa de la mues—

“tra y a continuacién se cierra herméticamente el saco. exterior

doble, de mayor tamaﬁo,:retorciendo y anudando el extremc abier-
to. Se introduce todo el péQueté'en una caja de cartén corruga-
do que tenga la base cuadrada'de-ZS cm, pof lado y 45 cm. de
altura, se cierra con todo cuidado utilizando cinta de pléas-
tico autoadhesiva de 8 cm. de ancho para asegurarse de que
los bordes de las cubiertas superior e inferior de 1la caja
queden perfectamente cerrados (29;34,56).

El tiempo de transpofte debe ser tan breve como sea posi-
ble, ya que el cerebro es un tejido que entra en autélisis en
un tiempo corto, ademds de la probable contaminacién bacteriana
(56). '

En los casos en que se envian secciones del Sistema Ner-

vioso Central la muestra debe contener por lo menos 3 a 5 gra-

mos. Existen soluciones que se pueden usar como medio de trans-
porte sin refrigeracién estricta, pero no es lo mis recomenda-

ble (PBS, Glicerina al 507 en suero fisiolégico). Es impor-

tante destacar que la muestra puede ser congelada, pero nunca

debe ser puesta en desinfectantes, para su envio al laboratorio
microbiolbgico (56). 7

Aunque con la congelacién de la muestra y su envio en re-
cipientes de nieve carbénica (diéxido .de carbono sélido) o de
nitrégeno sé conserva el virus, no se puede hacer un examen

microscépico. rdpido a causa del tiempo necesario para la des-
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congelacién. Los fragmentos congelados del encéfalo y de las
lglandulas sallvales se nmnegan en el laboratorlo con mas fa-
7c111dad que las cabezas enteras congeladas. Inmedlatamente
'después de la descongelac1on se preparan 1os tejidos para el
examen microscépico directo de los Corpilisculos de Negri, 1la
prueba de antlcuerpos fluorescentes 0 1a prueba de inoculacidn
al raton (34).

Cualquler tlpo de muestra en donde se sospecha de rabia
.debe ir perfectamente identificado en donde sea visible, y con
una etiqueta de advertencia que diga: "PRECAUCION, ESTE PA-
QUETE CONTIENE LA CABEZA DE UN ANIMAL Y/0 MUESTRA DEL QUE SE
SOSPECHA HA MUERTO DE RABIA" (34,42).

Cuando se reciben muestras de animales sospechosos de ra-
~ bia .para su correspondiente examen, conviene disponer de los

siguientes datos:

3.11.1.1 Especie y raza del animal.

3.11.1.2 Posibles contactos con otros animales o personas.

3.11.1.3 81 ha fallecido a causa de la enfermedad o ha sido
sacrificado, y en este (ltimo caso, de qué manera fue
sacrificado. _ |

3.11.1.4 Si se le ha mantenido encerrado y en observacién
durante : un periodo suficiente antes de la muerte.
Y en caso afirmativo, la duraciénrdel periodo.

3.11.1.5 Sintcomas de rabia, en casos que existan.

3.11.1.6 Antecedentes de vacunacidn antirradbica (34).

El establecimiento de laboratorio de Diagnéstico

en paises desarrollados tienen dos objetivos:

3.11.1.7 E1 Diagnéstico. de Rabia a los animales sospechosos,

- para implementar tratamiento preventi#o a personas
expuestas, '

3.11.1.8 Determinacién de los titulos de Anticuerpos en per-

sonas vacunadas por correr alto riesgo, como los la-

‘boratoristas. y Médicos Veterinarios. Asi como los

titulos_de proteccién a personas inmunizadas por ex-

posicidn con animales rabiosos (35).
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3.11.2 Métodos de Diagnéstico:.

1

3.11.2.1 E1 diagnéético de laboratorio incluye:

3.11.2.1.1 Identificacién del Corplisculo de Negri en
" células del hipocampo tefiidas por los mé-

todos de Giemsa ¢ Seller.

3.11.2.1.2 Si no se encuentra cuerpos de Negri, proce-

de inocular intracerebralmente ratones des-—
tetados con la suspensién de cerebro, téc-
nica con la cual suelen aparecer signos
en seis a 15 dias, aunque pueden demorarse
hasta tres semanas. Los ratones suelen
morir uno o dos dias después del comienzo
de los signos clinicos, si bien en algunos
casos es preciso esperar hasta 21 dias,
Cabe efectuar el diagndstico temprano por
examen de los cerebros de ratdén en busca
de cuerpos de Negri cinco a seis dias des-

pués de 1la inoculacién,

3.11.2.1.3 La prueba de anticuerpos fluorescente (FA),

ampliamente usada, es el método preferido
y se emplean para la misma; frotis de cere-
bro (29).

3.11.2.2 Histopatologia:

Es el método de diagnésticos mis répido, simple,
comodo y econbdmico. Consiste en detectar los Corpliscu
los de Negri con la ayuda de un colorante adecuado,
mediante un examen microscépico. Se utilizan muchas
tinciones como las de: Sellers, May-Grunwald, Mann,
Giemsa, Mann Modificado; etc. (1,34).

A la media hora de haberse recibido la muestra ya
puede darse un diagnéstico positivo basado en la obser—
vacién de los Corphsculos de Negri. Si el resultado
es negativo, habri que recurrir a la técnica de anti-
cuerpos fluorescentes, si se emplea la misma, y comen—

zar la prueba de inoculacidn al ratén (34,41).

Este método se utiliza més en los paises en desarro-
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llo, aunque es menos sensible, un investigédor experi-
mentado puede obtener un diagnéstico .correcto en 80
a 907 de los casos, sobre todo en perros muertos de
rabia “furiosa. La deteccién de los corpiisculos de
Negri mediante ias tinciones, ésegura el diagnéstico
de rabia, pero cuando no se encuentran esas inclusio-
nes no se puede excluir la posibilidad de la infec-
cidn.
Se recomienda no limitar los exémenes al tejido
_ nervioso sino también investigarrla presencia del vi-
rus en las glindulas salivales, en especial las sub-
"maxilares (1).

Fl hallazgo de corplisculos de inclusibén especificos
o del antigeno rabico maxilares reviste - especial im-
portancia para el tratamiento. El examen de esas glan-
dulas es imprescindible, ya que la deteccidén del virus
rdbico en el cerebro de un animal cuando sus gléndulas
salivales estén exentas de el alivia un poco la inquie-
tud inherente al tratamiento de una perscona expuesta,
pero no excluye del todo la posibilidad de que se hu-
biese excretado en el momento de la mordedura (34,
62).

En los animales sacrificados en las primeras fases
de la rabia se encuentran a veces corplisculos de in-
clusibén intracitoplédsmicos atipicos, por lo cual es
indispensable'mantener en cuarentena los perros morde-
dores y sospechosos, en lugar de sacrificarlos inme-
diatamente y enviar el encéfalo al laboratorio de diag-
néstico. Ya que podrd observarse la sintomatologia
de la rabia, lo que permitira efectuaf el diagnésfico
clinico de la enfermedad, y cuanto mis tiempo viva
el animal mayores serdn las probabilidades de hacer
un diagndéstico microscépico. En la rabia, la duracién
del proceso clinico guarda relacidén directa con el
tamafio, la abundancia y el grado de desarrollo de ios
'corpﬁsculos de Negri, Por ello, si se deja que la

enfermedad evolucione plenamente es probable que los
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corpﬁsculos,dé Negri sean mis abundantes y estén to-
talmente formados, con una buena -estructura inter-
na.

Los laboratorios de diagndstico encuentran a ve-
ces en los encéfalos de animales otros tipos de inclu-
siones que, a causa de ciertas analogias, pueden con-
fundirse con los corpiisculos de Negri, puede servir.

de guia en esa diferenciacién el siguiente esquema:

Corpiisculos de Inclusidn diferentes a la

rabia:
1. - Presencia de granulos interiores 1. - Ausencia de estructura interna.
basofilos,
2. - Matriz heterogénea. 2, - Matriz homogénea.

3. - Menos refringentes.

~
|

Color rojo violaceo

(heliotropo).

3. - Mas refringentes.

B
i

Color mas acidéfilo (mids rosado)

3.11.2.3 Inoculacién intracerebral de ratones:

En vista que no siempre se puede encontrar los Cor-
pusculos de Negri en el cerebro deAanimales muertos
por Rabia, es conveniente realizar la prueba biold-
gica en aquellos casos en que los cerebros fueron ne-
gativos por el Método Histopatolégico (34).

Antiguamente se creia que el cobayo y el conejo
eran los animales de laboratorio més apropiados para
esta prueba, pero desde . que se demostré6 que el ra-
tén albino suizo, era altamente susceptible a la ino-
culacién intracraneal del virus ribico el cual produ-
cia en é1 una infeccidn tipica y constante; los dife-
rentes laboratorios de diagnéstico‘io utilizah en la
prueba bioldgica (34).

La inoculacibén intracerebral de ratones para ais-
lamiento del virus sigue siendo una de las pruebas
mis (tiles para el diagnéstico de la rabia. El ra-

tén lactante es el animal mas susceptible a la prue-
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ba de inoculacidén., Se recomienda el empleo de rato-
nes lactantes de hasta tres dias, ya que son mas sen-
sibles que los animales de mayor edad (l1). Los. ra-
tones mas apropiados son aquellos con una edad de
21 a 35 dias (3 a 5 semanas) (29,34,62), con un peso
de 8 & 12 gramos, por ser mas faciles de manejar, ino-
- éular, mantener y observar; sin embarge en algunos
laboratorios, emplean ratones de menor edad, donde
se puede acortar un poco el periodo de incubacién,

Para la inoculacidn se prepara una suspensioén de
tejido cerebral (corteza, cuerno de Amon, cerebelo
y médula) o gléndula salival, Se debe agregar anti-
bidticos para prevenir la eventual contaminacién bac-
teriana, siendo los de eleccidén: Penicilina (500
U.I.) y Estreptomicina (2 mg. & 1560 U.I.) por mili-
litro de suspensitn total, déjaﬁdolos que actilen por
30 minutos, antes de la inoculacidn (29).

La suspensidén de tejido cerebral y glandulas sali-
vales se deben centrifugar por 5 minutos a 1000 g
con el objeto de eliminar las particulas gruesas.
Se inoculan intracerebralmente cinco a seis ratones
(1) algunos aconsejan utilizar 15 a. 20 ratones (34).
El lugar de la inoculacidén debe ser el vértice de un
angulo imaginario, cuyos lados se dirigen al A4ngule
externo del ojo y éﬁgulo interno de la base de 1la
oreja del ratén. La dosis a inocular es exactamente
de 0.3 ml. por ratdn (29,35).

Todos los ratones inoculados se colocan en las
jaulas correspondientes, debidamente identificados
y aquellos que mueren en las primeras 24 horas -se
eliminan, por considerarlo como muerte por traumatis-
mo. .

Los sintomas apareceran en los ratones entre el
8° y 10° dias a veces llega al 12°, 14° y hasta el
- 21° dia, por lo que siempre deben observarse los ra-

tones inoculados por 30 dias. Los animales enfer-
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mos presentan: pelo hirsuto, temblores cuando se les
sostiene por la cola con una pinza, dorso incurvado

incoordinaci6én del tren posterior, pardlisis, postra-

cibén y muerte (29,35).

Para fines de diagndstico se ﬁueden sacrificar
diariamente uno o dos ratones a partir del quinto
dia postinoculacién, con el objeto de buscar en el
cerebro los Corplisculos de Negri (29,41).

Esta prueba rinde los mejores resultados si se com-
bina con 1la prueba de inmunofluorescencia directa

(1.

3.11.2.3.1 Ventajas de la Prueba: -
- Alta sensibilidad. . El ratén blanco es al-

tamente sensible al virus,
- No nece31ta de equipo sofisticado.

3.11.2.3.2 Desventajas de la Prueba:

- Existencia de un Bioterio.

- Tiempo muy largo para dar el diagnostico,
de 8 a 21 dias (36).

Prueba de los anticuerpos fluroescentes (AF) o Inmu-

nofluorescencia directa:

En la actualidad, la prueba microscépica mas exac-
ta para el diagnéstico de la rabia es la de los Anti-
cuerpos - fluorescentes., Debieran practicarla todos
los laboratorios que se ocupan de esta enfermedad,
pero. para ello, se necesita una experiencia conside-
rable, una prictica mas o menos constante, reacti-
vos y materiales adecuados. A cargo de personas com-
petentes, la prueba es rapida, relativamente poco
costosa y mas exacta que la prueba de inoculacidn
al ratén o que el examen de extensiones o cortes con
los procedimientos recomendados., Se pueden examinaf
materiales recientes, congelados o glicerinados. En

la mayor parte de los casos se puede llegar a un diag-




ndéstico “exacto al cabo de aigunos ‘minutos y horas,
mientras que el examen de cortes o la inoculacidn en
ratones requieren dias o semanas (34).

Esta prueba se basa en una reaccién antigeno-an-
ticuerpo in vitro (29,36). El protedimiento consiste
en marcar el anticuerpo con un fluorocromo, dejar que
el anticuerpo marcado reaccione con el antigeno espe-
cifico cuya presencia se quiere determinar y obser-
var el resultado de la reaccién con un microscopio
de fluorescencia. Se dice que una sustancia es fluo-
rescente si, después de adsorber energia luminosa de
una determinada longitud de onda, emite luz de una
longitud de onda diferente (1,29,34,35,41,62).

Los antigenos que reaccionan con anticuerpos mar-
cados con isotiocianato de fluoresceina, el coloran-
te mas empleado en la rabia; aparecen a la luz ultra-
violeta como particulas brillantes de color verde
manzana o amarillo verdoso sobre un fondo oscuro, que
puede contener o no material fluorescente no especi-
fico (34). | 7 ‘

La utilizacidn de‘filtros puede modificar las ca-
racteristicas y la intensidad del color. El isotio-
cianato de fluresceina se puede adquirir en el comer-
cio en forma de polvo y se conserva largo'tiempo sin
deteriorarse.

El microscopio .de fluorescencia es un microsco-

pio ordinaric de buena calidad provisto de un conden- .

-sador de campo oscuro y un emisor de luz ultraviole-

ta. Como sdélo una pequeiia parte de la radiacién in-

cidente se transforma en luz fluorescente, la obser-

vacién se harid en una habitacidén poco iluminada, con
un foco luminosc lo mas intenso posible; se utilizan
filtros de excitacidn y de barrera. Debe considerar-
se la conveniencia de emplear un condensador para
campo oscuro seco, ya que asi no es necesario em-

plear aceite entre el porta objetos y las lentes an-
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teriores del condensador ordinario, El empleo de mu-
cho aceite en el micfoscopio puede preSéntar riesgos,
ya que con los métodos de preparacion de las muestras,
no se inactiva el virus rabico. ,

- Como la prueba de los anticuerpos fluorescentes
permite descubrir,‘el antigeno, sea inactivado 0 vi-
_vo,'es.pdsible qué en algunos casos se obtengan re-
sultadoé positivos en la prueba de la fluorescencia
y negativos en la inoculacidén al ratdém (34).

El Comité de FExpertos de la OMS en Rabia, reco-
mienda que al introducirse esta prueba en un labora-
torio debe usarse en forma simulténea con la inocu-
lacién en ratones lactantes, durante un aflo, como. mi-
nimo (1), ~La prueba de fluorescencia es a este res-
pecto, mas sensible que la de inoculacién (34),

También se recomienda indcular ratones con mate-
rial de cerebro de un animal sospechoso:que ha mor-
dido a una persona, si la prueba de inmunofluorescen-
cia resulta negativa (1).

Los errores son en general atribuibles a deficien-
cias del material o del conjugado, a la falta de pre-
paraciones testigo, inexperiencia del encargado de
interpretar las preparaciones, empleo de un equipo
defectuoso o mal regulado, fluorescencia inespecifi-
ca, baja progresiva e inadvertida de la iluminacién
por deterioro de 1la lampara, utilizacién de testigos
- inadecuados o percepcién anormal de los coleres por
parte del operario, BSe ha de evitar que el tejido
procedente de una preparacidn positiva se adhiera a

otra que sea negativa (34).

3.11.2.4.1 Ventajﬁs de la prueba:. .’
- Alta sensibilidad 99%,

- Alta especificidad 99,87,

Exactitud.

1

Rapidez, se puede obtener el resultado en
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‘dos horas (1,54).

- Demuestra el antigeno viral infectante o
no, en contraste con los métodos de tincidm
directa que revelan (nicamente las inclu-

siones celulares (54).

~ Puede usarse esta prueba, en pacientes o
el animal rabioso que estéd aln con vida

(1,29). ..

3.11.2,4.2 Desventajas_dg la prueba:

- Inversi6n inicial muy alta.
- Necesita de personal bién entrenado (54).

Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta:

Es (til para la deteccidn inicial de Anticuerpos’

en muestras de suero, per¢’ para ello es necesario
que la antiglobulina especifica de 1la especié de que
se trate se'conjugue con el Isotiocianato de Fluores-
ceina (34). |

Prueba del Indice de Neutralizacidn del Virus:

Es el método mis exacto para determinar la espe-
cificidad del virus rédbico y para ello debe combinar-
se con la técnica de los anticuerpos fluorescentes.
Ademas, esta prueba se puede utilizar para descubrir
la presencia y la cantidad de anticuerpos eﬁ un sue-
ro, aunque en tales casos es preferiblé la técnica
de diluciones del suero y cantidad constante de virus.
Como es necesario aguardar por lo menos 14 dias has~
ta la‘'lectura del resultado, 1la prueba de: neutrali-
zacion del virus no sirve para el diagndstico rapi-
do. '

Para identificar un virus desconocido por la prue-
ba del indice de neutralizacién del virus, se titu-
la con suero normal .y con un suero inmune conocido,
Si el suerc antirrabico neutraliza el virus problema

y el suero normal no, se puede concluir gque se tra-
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ta de una cepa de virus rabico. Es importante some-
ter todas las colecciones esténdar de virus rabico
a la prueba del indice de neutralizacidon del virus
para determinar si esaé colecciones contienen conta-
minantes viricos procedentes de los animales o de los
sistemas de cultivo tisular usados para obtener el
virus (34).

Prueba de fijacién del complemento: (PFC)

La prueba de fijacidén del complemento, tan impor-
tante y utilizable en el diagnéstico de muchas vire-
sig (Fulton, 1958), hasta la fecha no ha resultado
muy atil para el estudio y el diagndstico de la ra-
bia. 8i se quiere obtener resultados fidedignos es
necesario usar un antigeno concentrade y puro para
la demostracién del anticuerpo FC, o antisueros mono-
especifiéos con un titule elevado de anticuerpos pa-

ra la demostracidon del antigeno FC (34).

Otras Técnicas:

Para aislar y detectar el virus de la rabia en un
laboratorio .de investigacidén pueden utilizarse otras
muchas técnicas que, sin embargo, no son adecuadas
para el diagnostico. El aislamiento en el virus ra-
bico en diversos sistemas de cultivo tisular y el

examen con microscopio electrbénico de material cere-

bral pueden ser titiles para el estudio de la rabia,

pero las pruebas que antes se descubrieron son mucho

mis ficiles para los laboratorios de diagnéstico
(34). '

para detectar Anticuerpos en Suero Sanguineo:

Las pruebas serolbgicas se usan habitualmente para conocer

la capacidad inmunogénica de las vacuhas y la respuesta inmu-

ne de personas sometidas a un régimen de pre o postiunmuniza-

cién. Todas las pruebas que miden anticuerpos neutralizantes

son f{itiles para conocer el grado de resistencia contra la in-
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feccion (34).

3.11.3.1 Prueba de la Hemaglutinacidén Pasiva para los Anticuer-
pos de la Rabia:

Es un nuevo método de medicién de los anticuerpos
de la rabia que ofrece algunas ventajas evidentes so-
bre otras pruebas hoy en uso. Una vez pfeparadb un
antigeno satisfactorio, puede efectuarse en unas ho-
ras e indica con rapidez la respuesta inmunolégica
(34).

Los sueros problema se inactivan por calentamien-
to a 56°C durante 30 minutos y después se adsorben
sobre un volumen igual de suspensién al 1% de eri-
trocitos de ganso normales lavados. Se incuba a 37°C
durante 30 minutos y después se centrifuga a 1000 g.
durante 10 minutos, para separar los eritrocitos de
los sueros. Con los sueros se prepara una serie de
diluciones dobles, empleando un diluyente de albiimi-
na de suero bovino al 0.4%Z, borato sédico 0.05 M y
solucidon de cloruro sdédico al 0,86%, Ph 9. Se colo-
can los sueros en las microplacas con micropipetas
de 0.025 ml. de capacidad, se agrega el diluyente en
fracciones de 0,025 y se hacén diluciones dobles del
suero utilizando microdiluidores de 0.025 ml, Se de-
positan los eritrocitos sensibilizados (0.05 ml.) en
cada cavidad y las placas se cierran herméticamente
con cinta adhesiva, manteniéndolas a §°C durante
una hora aproximadamente antes de léer la posible
hemaglutinacién, El resultado es negativo si en el
fondo de la cavidad se observa un conglomerado de he-
maties claramente definido. Cuando la respuesta es
positiva se forma un anillo de eritrocitos en las
paredes de las éavidades o pueden verse grumos de
hematies aglutinados.

Lg prueba de hemaglutinacidén pasiva es réipida, su
técnica es facil y da titulos que guardan una corre-

lacion satisfactoria con los que se obtienen en las
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pruebas de neutrali?acién‘realizadas con sueros huma-
nos en el periodo:poStvacunal tardio.

Para medir la Trespuesta inmunolégica precéz (ma-
croglobulinas espécificas de la rabia o anticuerpos
Ig M) la prueba-de hemaglutinacién pasiva es mads sen-

sible que la prueba-de neutralizacién del suero (34).

3.11.3.2 Técnica de Difusidn en Gel:

En esta técnica es necesario que el antigeno que
interviene en la reaccibn éontenga suficiehte virus
¥y que la concentrécién del anticuerpo sea asimismo
suficiente si se qu1ere obtener un prec1p1tado visi-

ble con esa reaccion (34)

3.11;&2.1 Si se trata de identificar anticuerpos desco-
nocidos: (por 'ejemplq, para el diagndstico
de la rabia latente en perros de. zonas donde
esa enfermedad es enzodtica), es necesario
disponer de un antigeno rabico suficientemen-
te concentrado para que reaccione. En esos
casos, ﬁor lo tanto, se hace reaccionar el
suero problema con unrantigeno preparado con
encéfales de ratones lactantes inoculados
con una cepa muy virulenta de virus fijo de
titulo elevado, con un antlgeno antlrrablco

concentrado preparado en cultivo tisular.

3.11.3.2.2 5i se trata de identificar un virus desco-
ndcidoa:_(pof ejémplo en encéfalos de perros
sospechosos de rabia, que han sido sacrifi-
cados y que se examinan para confirmar el
diagndstico después de haber observado 1los
Corpiisculos de Negri o para obtener eviden-
cias adicionales en -casos dudosos o negati-
vos), es necesario disponer de un suero hiper-

inmune preparado mediante 1la inmunizacién

del animal donante c¢on un virus rébico cbte-

nido de una especie animal distinta de 1la
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estudiada.

La técnica de difusidén en gel exige una
ejecucidn cuidadosa, es a la vez especifica .
y sensible, ' ' .

Sin embargo, tiene sus limitaciones; por
lo taﬁto no puede considerarse en la actuali-
dad del todo fidedigna. Un resultado positi-
vo permite el répido diagnéstico de la rabia
o de la presencia del anticuerpo rabico, pero
un resultado negativo no excluye necesaria-
mente la rabia ni la presencia de los anti-
cuerpos correspondientes.

La reaccion positiva se interpreta cuando
se ve una doble linea de precipitacién due
se extiende entre el suero especifico y la

cavidad con el antigeno (34).

3,11.3.3 Radioinmunoensayo para Anticuerpos Antirrabicos: (RIA)

Es un nuevo método inmunoldgico de deteccidn y eva-
luacién de los anticuerpos especificos de la rabia,
que se basa en la capacidad de esos anticuerpos de
fijar el antigeno del virus réabico .marcado con I.
Parece ser el mis sensible de los métodos de investi-
gacién de anticuerpos hoy en uso y muy Gtil para la
‘deteccibén de los anticuerpos que se forman_fépidamen—
te tras la administracién de las vacunas antirrabi-
cas modernas, concentradas y purificadas, obtenidas
en cultivo tisulares; estos anticuerpos no se detec-
tan por los métodos cladsicos de neutralizacidén del
virug, fijacién del complemento o inmunofluorescen-
cia, '

Para simplificar los métodos inmunolégicos y au-
mentar su precisién pueden marcarse los antigenos con
isdtopos radiocactivos, lo que permite determinar can-
tidades de reactivos mucho més pequefilas que con los
demas métodos.

La proteina pura del antigenc se marca im vitro
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por adicién_de un &tomo extrafio, en general de cromo
o de yodo. _ :

El método se basa en la observacién de que la inmu-
noglobulina conserva sus propiedades antigénicas cuan-

do forma un complejo con un antigeno (34).

Prueba de Seroneutralizacién o Neutralizacidén en Ra-

tones (SN):

El método consiste en una serie de diluciones del

suero problema frente a un virus constante, previa-
mente titulado. El método se utiliza sobre todo para
la titulacién y el ensayo de la potencia de inmuno-
globulina y suero - antirrabicos terapéuticos, pero
asimismo aplicablé a cualquier suero que contenga an-
ticuerpos antirrabicos; ‘por consiguiente puede servir
para determinar los titulos de anticuerpos. de sueros
humanos tomados en el curso de ensayos terapéuticos
de distintas vacunas-(21.25,3l,34);

a) Para la determinacién de loé anticuerpos por medio
de la prueba SN, los suéros se inactivan durante
30 minutos a 56°C, se preparan diluciones seria-
das de los sueros problemas, utilizando el factor
de dilucidn 1:5; empleando como diluyente suero

" equino al 2%Z. -Las diluciones iniciales son: 1:2,5;
1:5; 1:25 y 1:125.

b) Se mezclan volumenes iguales de cada dilucion y
de una suspensidén de virus CVS que contenga entre
10 a 100 DLSb/O'OS ml. De esta manera las dilu-
ciones finales son: 1:5; 1:25; 1:125 y 1:625.

c) Para la Titulacidén del Virus, se preparan tres di-
‘luciones decimales a partir de 1a dilucién inicial,
que contengan las dosis letaless0 réqueridas.

e) Luego los sueros se enfrian, sumergiéndolos en Ba-
fio de Hielo, y por via intracerebral se inocula
0.03 ml de cada una de las diluciones en seis ra-
tones de 3 a 4 ,'semanas de edad, comenzando por 1la

‘dilucibébn menor del suero.
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f) Para la titulacién del virus se inocula diez rato-
nes con las cuatro ' diluciones correspondientes,
iniciande la inoculacién con la mayor dilucién del
virus. | | ' .

g) Los ratones albinos suizos se observan durante 14
dias postvacunacidén, registrando diariamente la
evolucién de los sintomas y las muertes presenta-
das.

h) Se calcula el Titulo del suero como la makima di-
lucién del suero que protegid al 507% de los rato-
nes inoculados, mediante el Método de Reed y Muench.
Cuando no se detecta el titulo final con las di-
luciones normales, se incrementan éstas, manfem
niendo el factor de dilucidn 1:5 (12,21,25,31,34).

3.11.3.5 Prueba de.Contrainmunocelectroforesis (CIE):

Esta técnica es similar a la Inmunoelectroforesis,
aunque mds sensible, rapida y requiere menor canti-
dad de reactivos. Es una combinacidon de la electro-
foresis y la inmunodifusidn en gel de agar.

Tanto el antigeno como el anticuerpo simultanea—
mente son sometidos a la accidén de un campo eléctri-
co en un gel de agar con pH 8.2; en estas condicio-
nes, los anticuerpos, que tienen una carga muy peque-
a y por consiguiente no deberian hacia movimiento

electroforético; se desplazan hacia el polo negati-

vo {(catodo) a causa del fendmeno conocido como movi-

miento Electroendosmético. Este efecto es debido
principalmente a que el agar en un medio alcalino
tiene carga negativa, lo que hace que el agua se car-
gue pdsitivamente y migren hacia el catodo arrastran-
do las moléculas  que se encuentran en solucidn, so-
bre todo las que no tienen carga. Al mismo tiempo,
el antigeno de carga negativa debido a la corriente
eléctrica, se Hi?ige hacia el polo positive (&nodo).
En esta fofﬁhrél bnﬁigéﬁb y el anticuerpo se encuen-

tran § réacéionan fotmands una iinea de precipita-




cion (43).

La técnica.se ha utilizado para detectar anticuer-
pos contra Brucella en liquido cefalorraquideo (24),
como Diagndstico de la Meningitis Bacteriana (5), de-
teccién de Rotavirus en las heces de Bovino (43) y
para la determinacién de anticuerpos antirrdbicos (21,
22). : .

Se ha comprobado que hay una relacidén directa en-
tre la presencia de anticuerpos neutralizantes en el
-suero de las personas y animales inmunizados contra
la rabia y la proteccién frente a la infeccién. Por
ello, su determinacién es de gran utilidad péra cono-
cer el estado inmune tanto del hombre como de los ani-
males, para establecer el diagnéstico de la enferme—
dad vy péra realizar estudios seroepidemiolégicos (16,
21). |

Desde que en 1935 se describid la primera prueba
serolégica para determinar anticuerpos antirrébicos
- (15,38), se han desarrollado muchas  otras, algunas
de las cuales detectan anticuerpos dirigidos contra
la Ribonucleoproteina viral, tales como las técnicas
de inmunofluorescencia indirecta (IFI) (21,55), fija-
cién de complemento, inmuhopreciﬁitacién, el radio-
inmunoensayo y ‘el método inmunoenzimdtico (ELISA)
(21).

Otras técnicas miden anticuerpos inducidos funda-
mentalmente por la glucoproteina (Proteina G) presen-
te en la envoltura viral, por ejemplo: La prueba
estdndar de Seroneutralizacién en ratones (SN) y las
de reduccién de placas, inhibicién vrépida de campos
fluorescentes (ICF o RFFI siglas en ‘inglés) y hemo-
adsorcién. A este grupo se han incorporado la técnica
de Contrainmunoelectroforesis modificada (CIE) (21,
22). Cuando se estudiaron comparativamenté sueros
de personas que recibieron tratamiento antirrébico
después de la exposicién, se observdé una correlacién
entre los resultados obtenidos por la CIE y las téc-

PROPIEDAD DE LA UNIYERSIDAD DE SAN CaRLOS DE SUATEMALA
- Bibifotecs Centra)

f—




50

nicas de SN, e ICF (21).

La técnica de Contrainmunoelectroforesis se basa

en la unién de los anticuerpos antirrdbicos presentes

‘en’ diluciones variables de un suero problema con una

cantidad constante de antigeno (virus rébico inactiva-

do). La reaccién se pone gen evidencia mediante una

corrida electroforética simulténea de las mezclas
antigeno-anticuerpo y de un suero antirrabico hiperin-
mune (suero Indicador). _

La presencia de bandas de precipitacidon indica que
no hay anticuerpos antirrdbicos en el suero problema,
por lo cual el aﬁtigeno libre reacciona con el suero
indicador (21,55). |

Se considera como titulo del suero la mayor dilu-
cién que no produjo bandas de precipitacidén cuya for-
ma, tamafio y ubicacién fueran comparables con las del

sistema de referencia utilizado en la prueba (22).

Fn un estudio que participaron cuatro laboratorios

que utilizaron los mismos reactivos estandarizados
y sueros codificados en el Centro Panamericano de Zoo-
nosis (CEPANZO); se evaluaron la reproducibilidad de
la técnica de contrainmunoelectroforesis (CIE) para
la determinacién de anticuerpos antirrabicos. Los
titulos de los sueros obtenidos en pruebas de sero-
neutralizacién en ratén que se realizaron en el CEPAN-
Z0 se compararon con aquellos obtenidos por CIE en
los otros 1laboratorios. Los resultados demostraron
que. la sensibilidad y especificidad de la técnica fue-
ron adecuadas, ademis confirman que‘la CIE es una téc-
nica reproducible y confiable para la titulacién de
anticuerpos en el suero de personas inmunizadas contra
la rabia. Se pudo confirmar que es posible’ estimar
los titulos de anticuerpos neutralizantes en funcidn
de los que se obtienén por CIE. En este estudio de-
muestra, por {iltimo, que por su reproducibilidad, sen-
sibilidad y especificidad satisfactorigh.  la técnica

de CIE puede resultar {til a aquellos laboratorios

£~
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de diagndstico de rabia que necesiten realizar contro-
les seroldgicos rapidos y econdmicos (22). -

En otro estﬁdio realizado para evaluar la sensibili- .
dad y especificidad de la fécnica:Contrainmunoalectro—
foresis (CiE) y los test de Anticuerpos Fluorescentes
Indirectos (IFA) comparados con los test de Seroneutra-
lizacibén (SN) para la defeccién de anticuerpos al vi-
rus rébico., Los resultados obtenidos por la“ técnica

"CIE se correlécionaron bien con los test de SN, esto
es debido a gque ambos test cuantitativos han. mostrado
ser prinéipalmente' medidores de anticuerpos de inmu-
noglubulina G (Ig G) y otro factor es que el método
usado para su preparacidn e'inactividad, el antigeno
parece recbnocer los anticuerpos neutralizantes.

» Ademés, la linea obtenida en la regresidn lineal
concluyeron que lés titulos de suero de SN podria es-
timarse en base a los resultados de CIE (16,19).

La realizacidén del sistema CIE es una técnica sen-
cilla y requiere aproximadamente la misma cantidad
de tiempo que el test de IFA, el CIE es mis sensible
'que e1'IFA para la determinacidn del status inmunoléd- -
gico de individuos que habian recibido inmunizaciéﬁ
‘rébica. La sensibilidad de la técnica CIE es compara-
tivo al del SN, ademés la CIE permite determinaciones
cuantitativas de titulos de anticuerpos séricos de
-rabia en 4 horas aproximadamente, en relacién de 15
dias que requiere el de SN (15,19,20). -

Actualmente El1 Centro Panamericano de Zoonosis (CE-
PANZO) estd desarrollando la técnica de CIE para la
deteccidén de antigenos en Vacunas Antirrébicas (33).

Dentro de'las principales utilidades practicas de

la prueba de Contrainmunocelectroforesis estén:

1. Control constante de todo personal de laboratorio
o de campo, involucrado con el diagndstico o pre-

vencidén de la rabia.

2. Como método de estudio, en la produccién de nuevos
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.tipos de vacuna antirrédbica, basaAndose en la res—

puesta inmune que produce.

3. Como método de control epidemioldgico de la rabia
en murciélagos vampiros. Dicho control se ha veni-
do deéarrollando satisfactoriamente en Argentina,
ya que con la deteccidén de anticuerpos antirri-
bicos en los vampiros, se ha podido anticipar a

brotes de rabia en bovinos (55).

3.11.3.5.1 Preparacidn de Reactivos: (12,21)

3,11.3.5.1.1 Solucioén de Sacarosa 7.57%
H20 bidestilada .vvvevurens IOO‘ml.
5acarosa siviesrennseranans 7.5 g.

-Esterilizar por filtracién.

3.11.3.5.1.2 Solucién “Salina Amortiguada pH

=7.2

Na2P0H4 LN eee 8.33 g.
KHZPO4 cresererrsransneeas 1,09 g,
NaCl .uvivineenevennnansas 8.5 g,
H,0 bidestilada........... 1000 ml.
i NaHPOh 2 H20 ............ 10.4 g.

3.11.3.5.1.3 Solucidén de Sacarosa-Glicina pH =

7.2

SBCATOSA +vveerrerrenren . 5 g.
Glicing ,.oevveennnnsennnns 0.01 g.

HZO destilada pH = 7.0 ... 100 ml.

Esterilizar por filtracién

Na 0.16Z, 0.02 M

3.11.3.5.1.4 CO3
- C03H Na ............. L I B ) 0.168 gl

2

H,0 destilada ...ovuiucaen. 100 ml.
Esterilizar por filtracién.

3.11.3.5.1.5 Solucién de Veronal 0.05 M pH = 8.2
Veronal sédico............ 10.31 g.
(5-5 Dietilbarbiturato de
sodio) Merthiolate (polvo) 100 ﬁg.
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HCL, 1 N cvevuvnvennvanaes 23 ml.
HZO'destilada estéril c.s.
Ps ctovacnacasaarsssanssass 1000 ml.
Disolver el Veronal sédico y el
Methiolate en 800 ml, de agua des-
tilada. Llevar a pH = 8.2 con CiH
1 N. Completar a un litro con agua
‘destilada, Mantener en refrigera-
cibén (4°C).

3.11.3.5.1.6 Preparacién del gel de Agarosa:

a) Preparaf una suspension de agaro-
sa 0.9% en solucién de veronal
0.05 M, = 8.2, ﬁue contenga mer-
thiolate 1:10000 en bafio de agua
a una temperatura no mayof de 90°
C.

b) Distribuir en volimenes conve-
nientes en tubos con tapa. Man-
~tener a 4°C hasta el momento de

usar.

3.11.3.5.1.7 Preparacién de Placas:

a) Limpiar con alcohol y secar las

 liminas portaobjetes de 75 x 25
mm. o de 75 x 50 mm. Cubrirlas
con 4 u 8 ml. de la suspensién
de agarosa, respectivamente. De-
Jar gélificar.

b) Colocar las placas 10 minutos a
4°C. |

c) Marcar los orificios usando el

diagrama que corresponda (figura

2).

En cada una de las 2 filas para-
lelas se marcan a. una distancia
de 8 mm. cinco orificies, de 6

mm. de difmetro los de la prime-

PROFIEOAS 8€ LR CUVERSIR4D B sS4y C2miag
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ra fila y de 3 mm. los de la se-
gunda fila.

d) Cargar los orificios con las
muestras que corresponda.

e) Las léminas con sus respectivos
puentes de papel, y los orifi-
cios de mayor tamafio del 1lado
del Catodo, se colocan en una cu-
ba de un equipo de electrofore-
sis. ‘

El orificio estd bien cargado
cuando no hay burbujas en su in-
terior y el nivel superior de la
muestra forma una superficie con-
vexa con }especto a la superfi-

cie plana del agar.

r\ Muestra /T/' |

— A4

CaRGA CORRECTA. N\ Portaobjetos T CARGE  INGORRECTA

EZE/A T~ Agar

3.11.3.5.1.8 Virus Semilla:

Como virus semilla se utiliza el
CVS (Challenge Virus Standard, vi-
rus estdndar de desafio) preparado
en cerebro de ratén en los Institu-
tos Nacionales de Salud de EUA con
dos pases sucesivos en cerebro de
conejos  lactantes (CVS/CCL/2°P)

realizados en el Centro Panamerica-




55

*

no de Zoonosis., Tiene un titulo

infectante que varia entre 107'6 ¥

10.7.8

‘rebral (IC) en ratén adulto,

en 0.03 ml. por via intrace-

3.11.3.5.1.9 Antigeno:

El ‘Antigeno inactivado (A8) que
se utiliza en 1la técnica CIE se
prepara con cerebros de conejos
lactantes infectados «con virus
CVS/CCL/2°P. En este huésped se
producen titulos infectantes compa-
rables con los obtenidos en tejido
nervioso de ratones lactantes.
Ademas, con el antigeno asi prepa-
rado se pueden determinar los anti-
cuerpos antirrabicos en seres hu-
‘manos y animales (perros, bovinos,
equinos) inmunizados con vacuna de
cerebro de ratdn lactante (CRL) sin
riesgo de detectar falsos positi-
vos por reacciones cruzadas produ-
cidas por el tejido presente en la
vacuna. Este hecho tiene especial
importancia para América Latina y
el Caribe, donde la produccidén y
aplicacién de la vacuna CRL estd
ampliamente difundida.

Se ha demostrado ademis que el
antigeno también es eficiente para
evaluar la respueéta inmune en in-
dividuos que recibieron vacuna pro-
ducidé en células diploides de ori-
gen humano., |

En los primeros estudios de es-
tandarizacién de- la técnica de

CIE, el antigeno se preparaba en
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agua destilada estéril de pH 7.2
a 7.4 y mantenia su estabilidad al-

rededor de diez meses en estado 1li-

- quido y seis meses liofilizado.

3.11.3.5.1.9.1

Es sabido. que sustancias tales
como la sacarosa y la glicina tie-

nen capacidad de estabilizar sus-

-pensiones de virus rabico. Por es-

to, a partir de 1981 se les incor-
poré al diluyente empleado en: la
preparacién del antigeno. Se reco-
mienda . titular el antigeno cada
tres meses para detectar posibles
pérdidas de actividad y poder usar-
lo ‘siempre en la dilucién optima

con respecto al suero indicador.

Estandarizacién del Antigeno:

El titulo del antigeno se debe
determinar frente a un suero pa-
tréon, que el Centro Panamericano
de Zoonosis distribuye sin cargo
a los laboratorios interesados. Pa-
ra ello, al terminar la preparacién
del lote se hara la.primera titula-
ciébn, que permitird tener una idea
aproximada de la calidad del pro- ‘

ducto. Después de mantener el an-

‘tigeno tres semanas a 4°C, se ini-

ciard el procedimiento de estanda-

rizacién. Para ello:

a) Hacer diluciones del Ag en solu-
ci6n salina amortiguada pH 7.2

como sigue!
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Tubo |

1 2 3 4 5 6 7 8
Ag (nl) 0.1 0.1 0.1 0. 0.1 0.1 0.1 0.1
Salina (ml) 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1 1.3 - 1.5 1.7
Dilucién 1:4 "1:6  1:8

1:10 1:12 1:14 1:16 1:18

b) Incubar 60 minutos a 37°C.

¢) Recubrir dos 1laminas portaobje-

tos de 75 x 50 mm con agarosa y
marcar la serie de orificios que
indica el diagrama de la Figura =

’ H
2,

d) Preparar une lémina portaobjetos

de 75 x 25 mm recubierta con aga-

'rosa y marcar los orificios que

indica el diagrama de la Figura
2.

e) Retirar el agar de los orificios

de 6 mm de las léminas prepara-

das en ¢) y cargar cuidadosamen-

te con cada ura de las dilucio-
nes de antigeno, usando pipeta

Pasteur y propipeta (Figura 2).

f) Retirar el agar de los orificios

de 6 mm de la lémina preparada
en d) y cargar cuidadosamente
(Fig, 1) con la dilucién de anti-
gého estandar que indique el la-
boratorio de referencia que lo

produce (Fig. 2).

g¢) Colocar puentes de papel filtro

"en los extremos de las liminas

preparadas anteriores y aplicar
una diferencia de potencial de

2 mA/cm de lémina durante 45 mi-
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-.nutos.

h)
i)

)

Cortar el paso de ‘corriente.

Retirar la agarosa de los orifi-
cios de 3 mm de las léminas pre-
paradas en c¢) y cargarlos con
el suero esténdar diluido segiin
indicaciones del laboratorio de
referencia que lo produce (Fig.2)
Retirar la agarosa de los orifi-
cios de la 1lamina preparada en

d). Cargar el superior con el

suero esténdar diluido seglin las

k)

1)

m)

n)

indicaciones del laboratorio de
referencia que lo produce (con-
trol positivo) y el inferior con
solucidén salina amortiguada pH
7.2 (cbntrol Negativo).

Continuar la electroforesis por
un periodo adicional de 120 minu-
tos a 2 mA/cm de lmina.
Evitar el recalentamiento del gel
manteniendo un pasaje constante-
de corriente y humedeciendo perio
dicamente los puentes de papel A
filtro. Z-

Leer las laminas al finalizar 1la
corfida con ayuda de luz inciden-
te,

Determinar la 6ptima dilucidn del
antigeno que produce bandas niti-
das cuya forma y ubicacién sean
comparables con las que produce-
el sistema antigeno-suero estén-
dar uhicadas en ambos orificios.
Si en la primera titulacion de es

1’!_' . . ) I’ - -
tandarizacion del antigeno 'se obser
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“AC. PATRON  SUERO
16 (Ot o

71:6 (:)t_()

INDICADOR

van bandas nitidas hasta la (ltima
dilucién probada, serd necesario re-
petirla extendiendo las diluciones.
Una vez obtenido el titulo final,
se repiten por lo menos dos veces
las titulaciones para confirmar los
resultados obtenidosantes -de_ poner

en uso el antigeno.

1:12 (:)( 0
11 () (o
1:16 (:) 0
1.8 ) ©

Ie. 5ATRON

O (o SUEROQ
INDICADOR

X (O O son. sama

Fig., 2: T{tulo del antigeno 1:14

3.11.3.5.1.10 Suero Indicador: (12,21)

Se puede utilizar como suero in-
dicador un suerc antirrdbico hipe-
rinmune preparado en equinos o en
conejos. Los sueros indicadores de-
ben tener alrededor de 200 UI/ml ¥y
producir bandas de precipitacidén ni-
tidas cuando reaccionan con el an-
tigeno. La forma y ubicacién de
ellas deben ser iguales a las que
produce la reaccién de un suero y un

antigeno patrén.
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3.11.3.5.1.10.1 Estandarizacién del suero indicador:

a)

Cuando se ha obtenido un suero
antirrabico con los titulos indica-
dos de la siguiente forma:

Los titulos de anticuerpos obte-
nidos de la preparacién en conejos
oscilan entre 1:1200 y 1:1500 cuando
se los determinan por CIE y entre
1:15000 y 1:25000 por la pruebai;de
neutralizacién en ratdén. Habitual-
mente contiene entre 130 y 200 UI/
ml. '

Los titulos de anticuerpos obteni
dos .de ‘la preparacién en equinos
oscilan entre 1:12000—1:18000'¢uapd0
se les determina-por la prueba de
neutralizacidn en ratdon, Habitual-
mente contiene 200 UI/ml.

Es necesario determinar la dilu-
cién de trabajo en la que ge le debe
emplear para que, al enfrentarlo con
un antigeno patrén, produzca una ban
da de precipitacién de morfologia,
ubicacién e intensidad similares a
las de la banda que el anﬁigéno pro-
duce con un Suero de referencia,

En genetal, la dilucidn del suero
indicador cumple estos requisitos
esti comprendida entre 1:10 y 1:20.~

Hacer diluciones del suero en solu-

-cidn salina amortiguada pH 7.2 como

sigue:
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Tubos T T, T, T, T T, , Ty
Suero (ml) 0.1 0.1 0.1 l0.1 0.1 | 0.1 O.l' - 0.1
Salina_(mi) 0.3 0.5 0.7 0,9. - 1.1 1.3 1.5 1.7
Dilucidn 1:4 1:6 1:8 1:10 1:12 1:14  1:16  1:18

b).

c)

d)

Preparar la dilucion 4ptima del sue-
ro de referencia seglin lo indicgdo
por el laboratorio de referencia que
lo produce.

Recubrir dos laminas portaobjetos de
75 x 50 mm y una lémina de 75 x 25
mm con agarosa y marcarlas segln se

indica en los diagramas de la figura

3.

Retirar el agar de los orificios de
6 mm de las tres laminas y cargar
con pipeta Pasteur y propipeta la di

lucion Sptima del antigeno patrén,

- determinado en el inciso n).

f)
g)

h)

Colocar los puentes de papel de fil-
tro y aplicar durante 45 minutos una
diferencia de. potencial de 2 mA/cm
de l4mina. ,

Cortar el paso de 1la corriente,
Retirar la agarosa de 163 orificios
de 3 mm de las laminas de 75 x 50 mm
y cargarlos con las distintas dilu-
ciones del suero préparadas segiin
inciso a).

Retirar la agarosa de los orificios

de 3 mm de la lamina de 75 x 25 mm y
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i),

- 3)

k)

cargar uno, con la dilucién de sue-
ro de referencia preparada en inci-
so b) y el otro; con solucidn sali-
na ambrtiguada pH 7.2,

continuar con la electroforesis por

un periodo adicional de 120 minutos

a 2nA/de lémina.

dicamente los puentes de papel de

Humedecer perio-

filtro coloqados-_en los extremos
de las laminas.

Leer 'lés laminas al finalizar 1la
corrida con ayuda de luz inciden-
te. ,

Determinar la dilucidén de suero 4p-
tima que produce una banda similar
a la del sistema antigeno patrén-
suero de referencia de la limina
de control. |

. En los diagramas siguientes se

ha esquematizado la titulacidén de un

suero indicador.

AG.

PATRON .
1:x (o
1:X (:)( o}
1:X (:> Q_C)
1:X

1:4
1:6

1:8

1:10

AG. PATRON
1:X (:) (o

- 1sX

(:) O SOL. SALINA

1:X (:) fO 1:12
1:X (:) O 1:14
1:X (:) (o 1:16
1:x O © 118 e
SUERO
REFERENCIA

Fig. 3: Titulo del suero:

1:16

3.11.3.5.2 Procedimiento de la prueba, (12,21)

Se debe extraer la sangre por puncidn veno-

sa.

‘Dejar coagular en un .tubo de ensayo a
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temperatura ambiente- y una vez retraido el

codgulo, trasvasar el suero exudado a2 un tubo -

de
10

en

centrifuga. Centrifugar a 2000 g. durante
minutos y distribuir el suero sobrenadante

tubos de Kahn (12 x 75 mm) en volimenes de

0.5 6 1 ml. Conservar el resto del suero con-

gelado para ensayos posteriores.

a)

b)

o)

Para titular un suero problemé:

Calentar los sueros a 48-50°C durante 30
minutos. '

Recubrir con agarosa una lamina de 75x50
y otra de 75x25 mm. y marcarlas segin se
indica en la figura 4.

Preparar diluciones iniciales seriadas del
suero en solucién salina amortiguada, pH

7.2, segln el siguiente esquema:

Tubo

Salina (ml)

Suero (ml)

0.45 0.3 - 0.3 0.3

0.3 —» 0.3 —p 0.3 —p 0.3

Diluciébn

:2.5 1:5 1:10 1:20

. d)

e)

(Tubos: T., T T

Distribuir 0.05 ml. de la &ptima dilucién
de antigeno (un medio de la dilucién deter-
minada en el inciso 9.1) en cada uno de 5
tubos de ensayo de 12x75 mm. y 0.1 ml..en
un sexto tubo para control de la reaccidn.
1 T Torre Trve Typ)-
Agregar 0.05 ml de suero sin diluir (Tl) y -
0.05 ml. de cada dilucién- de suero (Tzal
T5) a 5 tubos preparados en el inciso d),
de manera gque las diluciones finales del

suero problema sean 1:2, 1:5, 1:10, 1:20




£)

. b4

y 1:40.
Al sexto tubo preparada en el inciso d),

agregar‘O.l ml. de solucién salina amorti-

guada.pH 7.2,

(Ver el siguiente esquema)

e) y f)
.. Soluciébn
Tubos del inciso ¢) T1 T2 T3 : T4 'I‘5 ,
. . Salina
ml. utilizado 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.1

Tubo

v Y Y v v v

TI.

T

1 | T | Ty Ty Ty

Optima dilucién del
Ag. (ml).

0.05

0.

05 0.05 0.05 0.05. 0.1

Dilucibn final

1

.5 1:10 1:20 | 1:40

1:2

g)

. .

i)

),

k)
1

Incubar los 6 tubos a 37°C durante 60 minu-
tos. ' ,

Retirar el agar de los orificios de 6 mm.
de la lémina 75x50 y con pipeta Pasteur y
propibeta, cargar con las mezclas antigeno-
diluciones del suero preparadas en el inci-
S0 €). ' '
Retirar el agar de_los orificios de 6 mm.
de las laminas 75x25 mm. y cargarlos con la
dilucién de antigeno preparada.

Colocarrlos puentes de papel y aplicar du-
rante 45 minutos una diferencia de poten-
" cial de 2 mA/cm de l&mina. _

Cortar el paso de la corriente;

Retirar_ la agarosa de los orificios de 3

mm, de-la‘lémina_75x50 mm. y cargarlos con

la dilucién 6ptima de suero indicador calcu-

)
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lada en el inciso 3.1 k) (Eétandarizacién del
suero indicador). |

" m) Retirar la agarosa de los orificios de 3 mm
de 1la l4mina de 75 x 25 mm. y cargar el pri-
mero con la dilucidn optima de suero indica-
ddr (Control Positivo) y el segundo con solu-
cidén salina (Control Negativo).

n) Continuar la electroforesis por un periodo
adicional de 120 minutos aplicando una co-
rriente de 2 mA/cm de lamina,

i) Humedecer periédicamente‘los puentes de papel
filtro colocados en los extremos de las la-

minas.

o) Leer las l4minas al finalizar la corrida con
ayuda de luz incidente.

p) Determinar la dilucidén de suéro optima que
no produce bandas nitidas de precipitacién,

de forma y ubicacién compérables con las del

control incluido en la prueba. Esta dilucién

es el titulo buscado del suero problema,

‘Si no se obtienen punto final con las dilu-
ciones de suero aqui propuestas, se puede in-
.crementar su nimero, manteniendo el factor

de dilucidm 1:2,

PRI )

6 mm. « +O« 3 mm.

O
0

10 mm. .EE;
- 0O

8 mm.

50 mm. .

O 00 o O

Figura 4: Diagrama (tamafic natural)

lémine 75 x 50 mm para la titulacién de sueros.

prasitlth M LA BMUERS ) ST T P -
Ritnidntecs wonatral ’




En los diagramas siguientes se ha esquemati-

zado la titulacidén de un suero problema:

: SUERO
SIU_E§O O o INDICADR
' SUERQ
1:5 8 0 anticene () (o INDICADOR
1:10 0
120 (o aticeo (O ossoL. SALTNA
1:40 (:) { O —

Figura 5: Titulo del suero problema 1:10

3.11.3.5.3 Estimacién de titulos Seroneutralizantes: (21)

Los resultados de varios estudios_comparati-
vos de titulacion de anticuerpos antirrabicos
por las pruebas de Suercneutralizacidn estandar
en ratones (SN) y Contrainmunoelectroforesis
(CIE) efectuados en el Centro Panamericano de
Zoonosis (OPS/OMS) indican que los datos indivi-

duales obtenidos con los sueros positivos se

ajustarian a una relacién lineal tedrica entre

los logaritmos de las inversas de los titulos.
Esta relacién permitiria estimar titulos de los
aﬁticuerpos,neutralizantes a partir de.los re-
sultados obtenidos con la CIE aplicando la si-
guiente férmula:

Titulo SN estimado = a + b x (titulo CIE ob-
servado).

En el Centro Panamericano de Zoonosis se han

“llevado a cabo determinaciones, con cuyos resul-

tados se han calculado valores para "a" y "b",
con los cusles se ha integrado la relacién si-
guiente:

Titulo SN estimado (logs) = 1.78 + 0.41 x ti-
tulo CIE (logz).
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Con estos valores numéricos sé elabord la ta-
bla de valores que se reproduce a continuaciénm,
en la cual figuran los titulos SN estimados, co-
rrespondientes a los valores que se obtienen ha-
bitualmente en el laboratorio con la CIE. Por
ejemplo, a un titulo de 1:20 por CIE correspon-
deria tedricamente un tltulo seroneutrallzante

de 1: 283 (Cuadro 1)

Los laboratorios que quleran utilizar los valores que surjan de
sus propias t1tu1ac1ones, prevlamente deben de titular sueros por me-
dio de las dos pruebas. Para establecer el grado de significancia
entre los titulos obtenidos por las pruebas de SN y CIE se calcula

el Coeficiente de Correlacién "r", su valor puede estar comprendido

entre -1 y 1, la cual indica una maxima correlacién y el 0 indica
la falta absoluta de correlacién. Para calcularla se aplica el si-
guiente procedimiento:

a) Expresar los titulos de SN en 1ogs_y los titulos de CIE en logz.

Para ello, utilizar las relaciones con los loglo:

log SN (y) = 1og10 SN log CIE (x) = 1og10 CIE
SN (y) = 1og10 SN CIE (x) = loglo CIE
0.69897 -0.30103

b) Calcular el Coeficiente de Correlacidn por medio de la foérmula:

nzxy;-(Zx) (=y)

I = —

Viezx' - (=207 [a=y’ - (2y)°]

c) Calcular los Coeficientes de la recta de regresién:

Pendiente b = n=xy - (=x) (=y) _

nx' - (=x)°
El coeficiente "b", pendiente de la recta de regresibén, indica el
" 1

monto del aumento de la varlable
la variable "X"

por cada unidad de aumento de

Ordenada en el 6rigen a==y - b=x

n
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El coeficiente "a", valor de la ordenada en el origen, se usa

‘en este caso solo para poder trazar la recta de regresién.
d) Calcplar la ecuacién de la recta de reéresién,'para ello, se reem-
plaza los valores de a y b en la foérmyla: |
Titulo SN (¥) = a + b x (titulo de CIE)
e) Estimar los titulos en SN, por medio de la férmula:
Log5 SNE a+b( log, x titﬁlo'CIE)

f

SN

g8t (b * x) log10 5

Inmunidad:
El hecho de que en esta enfermedad no haya virtualmente tratamien—

to ha sido, sin duda, un importante estimulo para la cuantiosa in-

vestigacién_sobre,ella & sobre todo lo que se refiere a los métodos

de inmunizacidon. Pasteur, con la ayuda de Chamberlan 'y Roux, en
1884, desmostrd que los perrosﬂ podian protegerse contra la rabia
inyectando suspensiones de médula desecada de conejo infectado. Al
afio siguiente, Pasteur realizbé la vacunacién histérica al muchacho
de 9 aflos que habia sido mordido por un perro rabioso y cuya vida
salvd la vacuna (1), -

En los aflos siguientes millares de personas contagiadas fueron
inoculadas con la .vacuna antirrdbica y los resultados fueron muy
satisfactorios. Aunque se han introducide varias modificaciones

en la vacuna de Pasteur, todavia se emplea el nombre de "tratamien-

to de Pasteur" para el tratamiento antirrabico humano (1,41).

Pasteur aisl6é el agente causante de la enfermedad conocido con
el nombre de "virus calle" y mediante sucesivos pasajes en conejos,

obtuvo upa nueva cepa y de virus que presentaba caracteristicas di-

ferenciales bien definidas, denominindolo con el nombre de "virus -

fijo". Esta cepa de virus asi obtenida sirvié a Pasteur para ela-

borar la primera vacuna antirrébica (22). o
Posteriormente otros investigadsres utilizando similares proce-

dimientos lograron -obtener otras cepas de virus para la producc1on

de diversos tipos de vacunas:

. d




Cuadro 1: Titulos de Seroneutralizacidn estimados (SNE) calculados a

base de los resultados de CIE (16).

Tftulo CIlE T{tulo SNE Tftulo CIE - T{tulo SNE

P

2 33 320 . 3726

5 ‘ 18 T340 3942

0 360 4156
20 283 380 4371
00 R 539 w00 . 4584
80 BT 420 4796
100 1264 480 S 540
120 1498 o s00 . 5640
o 128 © s ¢ T smg
160 st L s40 6058
180 - o 280 560 6266
200 26407 - 580 6474
220 2630 600 . 6681
240 \ .. 2852 E 620 6887
260 o s072 a0 7093

280 3291 - 680 - 7504

300 | 3509 700 7709
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Cepa ' Material de Replicacidn
PV-11 !' Cerebro de conejo

Células de rindm de bovino, perro, etc.
Lineas.celulares: BHK, W1-38

'NIL—Z, Vero, etc.

CvVs, 51 y 91 ~ Cerebro de ratones .
LEP y HLP Huevos. embrionados
SAD: ERA Células de rifén dé porcine

Vnukovo ' Células de rifién de hamster

En la actuilidad la OMS no recomienda las técnicas de produccién
de las vacunas de Pasteur y las de Fermi, principalmente -para uso
humano, pof el peligro latente qﬁé existe en su aplicacion en el or-
ganismo, ya que el. virus fijo no es lo suficientemente inocuo como
‘originalmente se pénsé (52). . _

Otros investigadores han elaborado diferentes vacunas “antirrabi-
cas empleandc otros agentes inéttivados del virus como por ejemplo
el Cloroformo (Kesler), éter (Hempt), etc., pero en la actualidad
estos métodos han sido reeemplazadoé.por procédimientos mas efica-
ces. Habel desarrolld un: método sencilleo y practico, utilizd la
Luz Ultraviolgta para inactivar el virus fijo contenido en la sus-
pensioén vacunal,.sin que con ello se alterara .su calidad antigéni-
ca, se obtuvieron en esa forma, vacunas mucho mas potentés éue las
producidas con los métodos tradicionales. Similares resultados se
han obtenido con otros productos quimicos como la B-propiolactona
y la etilenamina (52). .

Las vacunas que mas se emplean en América Latina son las de ce-
rebro de ratdn lactante; {CRL) inacéividad con luz ultravioleta, y
en la actualidad les sigﬁen en impofﬁancia numérica varias elabora-
das en cultivo de tejido (Centro Panémericano  de Zoonosis, ' 1980)

(1,35,40). o

3.13 Tipos de Vacuna

3.13.1 De acuerdo a la naturaleza del virus en el ﬁroductb final po-~

+

demos diferenciar dos tipos de vacunas antirrabicas:
1 s

3.13.1;1 Vacunas Inactivadas:

fl

i . .
No se puede determinar la presencia del virus re-
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sidual (35). Se distinguen en este grupo las elabo-

radas con Virus fijo en tejido nervioso y elabora-

das en cultivo celular (1,29,42).

Vacunas Atenuadas o &e Virus Vivo Modificado (VVM):

Requieren necesariamente una comcentracién deter-
minada de virus viable para poder ser consideradas

como tales. Entre las vacunas de virus vivo se en-

‘cuentran las preparadas en embrién de pollo median-

te un reducido nfmero de pases (LEP: '"Low Egg
Passage") o de alto pasaje (HEP: "High Egg Passage") ,
¥ la elaborada en rifion de‘cerdo (Cepa ‘ERA) (1,29),

| Si bien son pocos los casos de rabia provocadas

por 1las vacunas de virus modificado en perros y ga-

. tos, es indudable que las vacunas de virus inacti-

vado presentan las mejores garantias de inocuidad.

De acuerdo con ensayos comparativos de diferen-
tes tipgs de wvacunas para animales, se establecid
que las vacunas VVM ‘de cultivo celular y la Flury

LEP en embridén de pollo confieren, con una sola in-

yeccidn, una inmunidad por tres aflos, y que la va-

cuna (CRL) inactivada protege todos los perros du-

rante un afio y 807 durante tres afios. Por consi-

guiente, los dos tipos de vacunas mas empleados en.

América Latina son de eficacia comprobada (1,58).

La cepa LEP es menos atenuada y debe administrar-
sé s0lo a perros adultos, mientras que la HEP, més
atenuada, se prescribe a cachorros, perrbs, gatos
y bovinos.

. Se ha preparado varias vacunas Inactivadas y Ate-

nuadas en cultives de células, incluyendo rifibn de

criceto, de embrién de ovino, de cerdo, fibroplas-

tos de embridén de pollo, rifidn de perro (DK), BHK-

21 y de lineas de células WI-38 humanas (42). .

3.13.2 Las vacunas segﬁn el tipo de tejido se dividen en:

3.13.2.1 Vacunas deé Tejido Encefalico:
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Vacuna de Tipo Semple:

Es una emulsién al 10% de cerebro de conejo infec~
tado con virus de rabia inactivado con fenol, que
presenta el riesgo de producir una encefalomieli-
tis alérgica, en el 0.0!1 - 3% de los casos, de los
cuales el 20%Z mueren y otro 30% sufre secuelas per-
manentes. [Esta vacuna es totalmente inaceptable,
alin cuando se asegure que casi todo el material en-
cefalomielitégeno puede ser nervioso con fluorocar-
bén (28). |

Vacuna de Tipo Fermi:

La vacuna consiste en una suspensibén acuosa al
52 de tejido encefélico de cordero o de cabra ino-
culados con virus rabico fijo. La suspensién se
trata con fenol a una concentracién inicial de 1%,
que se puede reducir al 0.5Z en la vacuna lista pa-
ra usar. Aunque la vacuna de tipo Fermi se suele
clasificar como una vacuna inactivada, ademas del
virus inactivado contiene una cantidad precisamen-
te determinada de virus activo y» por lo tanto, es
una vacuna mixta atenuada e inactivada (34).

Una ventaja de la vacuna de tipo Fermi es la fa-
cilidad de su preparacién: FEs posible producir con
gran rapidez una vacuna cuya potencia puede evaluar-
se aproximadamente por el titulo de virulencia resi-
dual cuando no haya tiempo de hacer una prueba de
potencia completa. El Instituto Pasteur de Paris,
por ejemplo, a partir de enero 1967 ha suspendido
completamente el uso de la vacuna de tipo Fermi y

'Vahora produce una vacuna liofilizeda inactivada con

B-propiolactona que posee una potencia muy superior,
puede conservarse mds tiempo y resiste mejor las al-
tas temperaturas de los palses tropicales (34).

Existe la evidencéia dé los accidentés oéurrides
en Brasil donde g& pfesentaron 18 casos de rabia
en personad tratadas €oh vacuna tipo Fermi (52) ¥
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en consecuencia la Organizacién Mundial de 1s Salud no

recomendd su uso en seres humanos (14).

Vacuna de Encéfalo de Rata Lactante:’

Para preparar la vacuna antirradbica liofilizada
se usan ratas lactantes de 4 a 8 dias de edad. Pa-
ra la infeccién se emplean la Cepa Pasteur de virus

fijo, que ha sido sometida a 3249 pases por cere-

‘bro de conejo. Se administra a las ratas por via

intracraneal. Se extrae .el encéfalo y se inactiva
con Fenol, luego se diluye hasta obtener una sus-
pensidén de: 10% de encéfalo con el 7.5% de Sacaro-

sa. Por (iltimo se liofiliza (34).

Vacuna de Cerebro de Ratdm Lactante (CRL):

Uno de los inconvenientes que se habian presen-
tado con las otras vacunas en el tratamiento humano,
eran los accidentes postvacunales. Aunque no se co-
noce exactamente la etiologia de estas encefalitis,
se considera que alguno de los componentes de la
mielina contenida en el tejido nervioso, actuaria
como el agente sensibilizante (42).

A pesar de que el uso de la Vacuna CRL, redujo
la incidencia de reacciones adversas en personas in-
nmnizgdas contra la Rabia, en América Latina se in-
formaron casos de accidentes postvacunales con re-
lacién al sistema nervioso periférico (14).

Kabat y col. en 1947 demostraron que los .agen-
tes encefalitogénicos presentes en los cerebros de
animales adultos, no existian o no se detectaban en
los cerebros de los mismos animales recién nacidos.
Posteriormente en 1962 Svet-Moldavsky realizd un es-
tudio similar en diferentes especies de animales y
a diferentes dias de nacidos, para determinar la
fecha de aparicibén de estos componentes encefalito-

génicos; en el caso de los ratones se demostrd su

presencia. a partir del noveno dia de nacido (1).
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Fuenzalida y Palacios en el afio 1954 baséndose
en estas experiencias y el hecho igualmente compro-
bado de que los cerebros ée los animales lactantes
actuaban como mejores antigenos que los adultos,
por presentar una mayor con;entracién del virus al
final del periodo de incubacidn, prepararon una nue-
va antirrabica _

Con el fin de minimizar el riesgo de la presencia
de la mielina en el material consechado para la pro-
duccién de vacuna, se introdujo una modificacién en
el método original descrito Fuenzalida y Palacios,
que consiste en centrifugar la suspensién de cere-
bros de ratones lactantes a 17,000 g durante diez
minutos (22).

A} compararla con las primeras vacunas de teji-
do nervioso, la CRL ‘tiene una mayor concentracidn
de antigeno en un menor volumen de tejido nervioso.
Su potencia antigénics, es determinada por el méto~
. do de NIH (Nétional Institutes of Health), la cual
es alta e induce una adecuada respuesta serologi-
ca (17). ’ .

La Vacuna de Fuenzalida y Palacios conocida tam- .

bién con el nombre de CRL (Cerebro de Ratén Lactan-
te) es la que actuélmente se encuentra mas difundi-
da en América Latina, tanto para el control de la
Rabia Canina, como para su uso en el tratamiento an-
tirrabico Humano.

Este biolégico ha demostrado ser un producto es-
table, - seguro,_-de alto poder inmunogénico, féacil
elaboracién y bajo costo (23,24,30). Esta capacidad
es sﬁperior cuando se adsorbe en hidrdéxido de Alu-
‘minio (17,30). ’ .

Cada dosis de 2 ml. de Vacuna Antirrabica Huma-
na contiene virus inactivado con Luz Ultravioleta
en 20 mg de encéfalo de ratdnm lactante, utilizéndo-

se como conservadores: fenol de 1:1000 y mertiola-
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te de 1:10000. . )

Cada dosis de 2 ml. de Vacuna Antirrabica Cani-
na posee virus inactivado con Luz Ultravioleta en
volumen de 50 mg. de cerebro de raton lactante, con
los mismos conservadores. .

El Fenol y el Mertiolate (Timerosal), que se adi-
ciona a la Vacuna, es para proteger al antigeno con-
tra la accién de las enzimas del tejido nervioso y

preservar su esterilidad (49,52).

Preparacién de la Vacuna Antirrdbica de Cerebro de

Ratén Lactante: (34,49,52)

Para 1la preparacidn de esta vacuna se utilizan
tres cepas de virus basico fijo: dos cepas aisla-
ddas en Chile (cepa 51 de origen canino y cepa 91 de
origen humano) y la cepa CVS prdcedente de la cepa
original de Pasteur. |

Preparacion del virus semilla:

Se preparan a partir de suspensiones de cerebro

~al 20% de ratones de 3 a 4 semanas de edad, previa-

mente inoculados con las cepas .respectivas. Estas
suspensiones son liofilizadas y se mantienen de -20
a -65 °C.

Preparacién del Virus:

Se wutilizan cerebros de ratones adultos, infectados
con el virus semilla de cada cepa, para preparar
una suspensidén al 20%, peso/volumen, en suero equi-
no al 27 que contiene 200 unidades de penicilina y
200 microgramos de estreptomicina por ml. Las di-
luciones del sobrenadante de esta suspensién, que
deben ser bacterioldgicamente estériles, se inocu-

lan en ratones lactantes cuyos cerebros se utili-

~zan para la produccion de la Vacuna CRL,

j minimo de 10

La suspensidén se conserva en ampollas de -30 a

~-70 °C. El virus de trabajo debe poseer un titulo

6 DLSO/O.OS ml. para ser considerado ap-

e o et ke o e o e
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to para la produccién de vacunas, y deben repetir-
se las titulaciones cada seis meses.

Preparacién -del Inbdculo:

De una de las ampollas de virus de trabajo (CVS,

51 y 91) se preparan diluciones que contengan entre

100 a 1,000 DLSO/O.OI ml utilizando como diluyente
el Suero Equino al 2%, Este inbculo se mantiene
en agua con hielo durante la inoculacidon de los ra-
tones lactantes.

Inoculacién de ratones y control del titulo:

Los ratones lactantes utilizados para la produc-
cién de Vacunas Antirradbicas Humanas deben tener
como maximo entre 24 a 48 horas de nacidos y de 48
a 72 horas para la produccién de Vacunas Caninas.

Se desinfectan los ratones con alcohol yodado en
el Area de inoculacién y se inyecta 0.01 ml. intra-
cerebralmente de la dilucién del inéculo, previamen-
te calculado, para determinar la viabilidad del vi-
rus, la misma dilucién es inyectada en dosis de
0.03 ml. a 10 ratones de 3 a 4 semanas de edad, por
via intracerebral; a los 14 dias postvacunacidén el
100Z de los ratones de 3 a 4 semanas deben desarro-
llar sintomas de Rabia. Si uno o mAs ratones perma-
necen sanos durante este periodo, se debe renovar
la suspensidn del virus de trabajo.

Cosecha de Cerebros:

Aproximadamente 96 horas después de la inocula-

" cibn, es decir, un dia antes de la finalizacidn nor-

mal del periodo de incubacién, se sacrifican todos
los ratones utilizando eter o cloroformo. La cose-
cha fealizada en este periodo de tiémpo,evita pér-
didas por muertes prematuras y se obtiene el titulo
mas alto del virus.

Todos los ratones se sumergen en fenol durante
diez minutos, la cosecha se realiza dentro de una

campana de seguridad con luz ultravioleta o un ga-

iy
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binete de flujo laminar clase II. Se extraen los .

cerebros mediante succién por vacio, utilizando una

~aguja calibre No. 18 de 1.5 pulgada de largo, lo cual

£)

g)

h)

se conecta mediante una manguera al frasco recolec-
tor y frasco de trampa.

Preparacion de la suspensibén de cerebro para la va-

cuna y sus controles:

Inmediatamente antes de la preparacibén de la va-
cuna, se descongelan parcialmente los cerebros a

temperatura ambiente. Una suspension al 107 (pe-

so/volumen) de tejido se prepara en agua bidesti-~

lada. Para obtener una suspensién homogénea, se uti-
liza el equipo de OMNI Mixer, el cual se opera tres
veces durante tres minutos cada uno, intercalados
por un minuto de reposo. '

Centrifupgacion de la Vacuna:

La suspensiéon se centrifuga a 17,000 g durante

10 minutos, - en centrifuga refrigerada. OSe colecta
el Sobrenadante y se restituye con agua bidestilada
el volumen original.

Control de Virulencia:

Se determina el titulo del. virus del sobrenadan-
te por inoculacidén intracerebral de- diluciones deci-
males seriadas en ratones de 3 a 4 semanas de edad,

el titulo obtenidoc debe estar entre 10 6.3 a

107.3.

Control de Contaminacion Bacterioldgica: .

Antes de proceder a la inactivacién por irradia-
cién con 1luz ultravioleta, se realiza una titula-
cién_'hactefiolégica para confirmar la esterilidad.
Se inocula 1 ml. de 1a suspensién de vacuna a cada
uno de 5 tubos que contienen 9 ml. de medio de tio-
glicolato. El quinto tubo se agita manualmente y
se transfiere 1 ml. de la suspensidén a cada uno de
otro grupo de cinco tubos, llegando hasta la dilu-

: 6 : . .y
cién 10 ©. No se permite contaminacidn en las va-
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cunas para humano y animal. A pesar de que las bac-
terias son destruidas por- la irradiaciép con luz
ultravioleta,‘un alto grado de contaminacién es in-
dicio de que existen deficiencias en la técnica de
la preparacidén de la vacuna y ya que ésto aumenta
las reacciones locales en personas y animales inmu-
nizados.

Inactivacion del Virus:

Se preparan las diluciones correspondientes, de-
pendiendo si la VYacuna es Canina o Humana. El vi-
rus es inactivado mediante flujo continuo con 1luz
ultravioleta producida por cuatro' lamparas conteni-
das en el equipo J.J. Dill. La suspensién de virus
es expuésta como una pelicula sobre las paredes in-
ternas de un tubo de acero inoxidable que rota gra-
dualmente de acuerdo a la velocidad de flujo de la
vacuna, '

Control de Viabilidad y Contaminacién:

Luego de la ihactiyacién de 1a Susbensién de vi-
rus, se inoculan 10 ratones adultos y 20 ratones
lactantes. Todos los ratones deben estar libre de
sintomas de Rabia durante los. 14 dias de observa-

cién. Para verificar 1la ausencia de otros facto-
S

res no relacionados con el virus rabico, se conti-

nia la observacién de éstos hasta 30 dias postinocu
Yacidn. '

Dilucidén final de la Vacuna:

Inmediatamente después de la irradiacidn, se agre-
ga volimenes de agua bidestilada hasta obtener la
concentracidn finél de la vacuna. Se le agrega los
conservadores fenol 1:1,000 y mertiolate 1:10,000,
Prueba de esterilidad después de inactivada la va-

cuna:

Se inocula 1 ml. de la suspensién final en cada
uno de los cuatro tubos con medio de tioglicolato

y cuatro tubos con agar de Sabouraud. Se incuban
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durante 7 ~ 14 dias. El tioglicolato a 37°C y el
Sabouraud a 22°C.

n) Prueba de Potencia:

La poténcia inmunogénica de la vacuna se deter-
mina por 'la prueba de Habel o por la de NIH (Na-
tional Institutes of Health), y ésta (ltima se pue-
de realizar si se dispone de un estandar de refe-
rencia. |

i) Pruebas de Control de Calidad posterior al envase:

Una vez que el producto haya sido distribuido,
se le realizan las pruebas de esterilidad, inocui-

dad, pureza, concentracién y potencia (34,49).

;3;13.2.1.5 Vacuna de Encéfalo de Conejo Lactante:

La vacuns es una suspensibén acuosa al_S% de encéfa-

los de conejos lactantes inoculados con virus rébico

' fijo, 24 horas después del nacimiento come maximo, e

irradiada con luz ultravicleta. La suspensién contie-

ne un 2% de amortiguador de McIlvain (pH 7.2) y un 5%

de lactosa y se liofiliza en cantidades de una dosiso

sea, 2 ml. Cada ampolla de vacuna se reconstituye con

2 ml de una solucidén al 0.01% de tiomersal (tiﬁerosal
o mertiolato) en agua destilada (21).

3.13.2.1.6 Vacuna de Pasteur_o‘ﬁédula Desecada:

Se inoculan conejos subdﬁralmgnte con virus f£fijo,
se matan a los 6 a 7 dias y se recogen las médulas.
Se cortan en dos o tres trozos y se colocan en reci-
pientes con hidréxido'potésico_para que se deséquen'y
se mantienen a 23°C en la estufa. La pérdida de vi-
rulencia és paralela a la de la humedad de la médula.
Originalmente Pasteur aplicé inyecciones de’ médula
desecada durante 14 dias, inoculando cada dia con.vi-
rus progresivamente menos atenuadoé, hasta 1llegar a
aplicar al undécimo dia médula de un dia de deseca-
o . cién (29).
3.13.2.2 Vacunas de Embridn de Aves: .
3.13.2.2,1 Vacuna de Embrién de Pollo:




Las cepas Flury y Kelev de virus rébico adapta-

das y modificadas en embridén de pollo se utilizan

-para fabricar las vacunas antirrdbicas de embrién

3.13.2.2.2

destinadas a la inmunizaciodn profiléctica de 1los
perros (21). .

La cepa Flury, modificada alin més mediante con-
tinuos pases en huevos (180 pases), se ha hecho me-
nos patégena para los animales de laboratorio sin
que al parecer haya perdido su antigenicidad. De
momento, 1la vacuna con muchos pases en huevo vie-
ne recomenddndose para el ganado vacuno y los ga-
tos, mientras que la de pocos pases en huevo, se
aplica a los perros solamente (21).

La vacuna tiene las siguientes ventajas: Posee
grandes propiedades antigénicas, producen una inmu-
nidad de mayor duracién.

En la especie humana, se han empleado con clerta
amplitud, tras muchos pases por embrién de pollo
(HEP). Los virus con pocos pases por embridén (LEP)
se consideran inseguros para toda clase de anima-
les, excepto el perro (29). o |

Vacuna de Embridn de Pato:

La vacuna antirrabica de embridn de pato consis-—
te en una preparacién liofilizada que contiene te-
jido de embridén de esa especie y virus rébico inac~
tivado con B-propiolactona. Para estabilizarla
se agrega clorhidrato de cisteina, gelatina, lacto-
sa y fosfato potasico alcalino. Contiene ademas
sulfato de estreptomicina y potasico alcaline. Con-
tiene ademds sulfato de estreptomicina y de succi-
nato de cloramfenicol en concentraciones muy ba-
jas. Se agrega timerosall como conservador. La
vacuna se prepara para su inyeccién reconstituyendo
el material liofilizado con agua destilada esté-
ril (18).

La vacuna producida en embrién de pato, es mu-
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cho mencs peligrosa, pero produce una alta inciden-
cia de reaccidn local de tipo Arthus y un nimero

moderado de reacciones alérgicas generalizadas espe-
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cialmente en aquellos sujetos presensibilizados a
los tejidos de embrién de pollo. Ademds, la res-
puesta de anticuerpos a la vacuna es demasiado ba-
ja durante el intervale crucial entre el primero
y segundo mes después de la exposicién (28).

- 3,13.2.3 Vacunas de Cultivos Tisulares:

Con la aparicién de las técnicas en cultivo celular se
dié un nuevo impulso a la produccién de vacunas antirrabi-
cas en especial aquellas que se destinaban a uso animal.
Se considera que una de las grandes ventajas que se ha lo-
grado con estas técnicas de produccibn, es gque permite ela-
borar grandes volimenes de vacuna sin depender del suminis-
tro permanente de un gran nimero de animales, lo cual mu-
chas veces son dificiles de criar u obtener (23).

Otra de las ventajas qu.e tiene gran importancia para la
elaboracién de vacunas de uso humano, seria el hecho de que
se trabajaria con antigenos més puros (sin proteinas extra-
fias) que permitiria obtener produCtOS'cémpletamente inocuos
para el tratamiento antirrdbico humano. Sin embargo, estas
técnicas de produccién no son sencillas y como lo manifies-
ta el Dr. Kaplan "no todos los laboratorios estarian en con-
diciones de producir estos tipos de vacuna' (36).

Para la elaboracién de los diferentes tipos de vacunas
antirrabicas en cultivo de tejido, se pueden utilizar célu-
las de primer tfansplénte proveniente de b6rganos de anima-
les recién nacidos (pulmén, rifién, etc.) pudiendo presen-
tarse en forma inactivada para uso humano o animal o atenua-
da exclusivamente para uso veterinario (36).

3.13.2.3.1 Vacuna de células diploides humanas: (para huma-

nos) ,
Con las vacunas de cultivo tisular se trata so-
bre todo de conseguir un producto mds inocuo y mu- -

cho mids inmunogénico que las vacunas antirrabicas
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hoy disponibles, lo que permite proteger mejor al
hombre con una pauta de inmunizacidén mucho més re-
ducida (21). Los progresos recientes de las téc-
nicas viroldgicas han facilitado la obtencién de
una vacuna purificada y concentrada que posee esas
caracteristicas ¥y .que se prepara en cultives tisu-
lares diploides humanas (cepa WI-38). Esta vacuna,
administrada en una sola inyeccidén antes de la ex-
posicidén al virus de la calle, ha protegido a si-
mios en experimentos repetidos (34).

Koprowski y colaboradores, en el Instituto Wis-
tar, han dedicado muchos afios al desarrollo de una
vacuna antirrdbica mas confiable., En un ensayo
muy extenso, compararon cerca de una docena de di-
ferentes vacunas cultivadas en varies tejidos no
neuronales, para determinar su eficacia en mohps.
Todas ellas dieron una inmunidad superior a la pro-
porcionada por 1las vacunas preparadas en cerebro
de conejo o de ratén y en embrién de pato, que se
usaron como esténdares de referencia. La mejor fue
una vacuna inactivada con B-propiolactona, concen-
trada, cultivada en lineas diploides de fibroplas;
tos humaﬁos WI-38. Una sola dosis inyectada .4-6
horas después de que el virus de la rabia habia
sido inoculado en los misculos del cuello de -los
Monos fue suficiente para salvar la vida de los ani-
males (28,35).

Vacuna de Cultivo Tisular: (para animales)

La aparicidon de las técnicas de cultivo tisular
ha dado gran impulso 'a- las investigaciones sobre
el virus rabico. Ya a comienzos del siglo actual
se intentd cultivar el virus de la rabia en culti-
vos celulares, pero con poco éxito (Levaditi,
1913); el primer - progreso “importante se debe a
Kissling (1958), que obtuvo en el ratén titulos de

10 -3 DLSO utilizando la cepa CVS en cultivos pri-




marios de rifion de hamster. Ulteriormente, varios

investigadores consiguieron que diversas cepas de
" r ] o -

virus rabico fijas y de campo proliferasen tanto

en cultivos celulares primarios como continuos,

procedentes de diversos tejidos; de esta forma han

podido prepararse varios tipos de vacuna antirra-

bica para la inmunizacidén de animales.

Como el virus rabico prolifera sin gran destruc-
cién de células, la mayor parte de las vacunas pro-
ducidas por este siétema estdn relativamente excen-
tas de proteinas extrafias, facter que puede tener
su importancia cuando es necesario repetir las va-
cunaciones (14,34).

El procedimiento para la producciéon de vacunas
varia segin el tipo de cultivo. celular y. la cepa
de virus que se utilicen. La primera condicidn
es conocer a fondo la produccidn de cultivos celu-
lares en gran escala, incluidas las variantes se-
gin los medios de cultivo, el pH, y el tiempo y la
temperatura de incubacion. Después de .haberse sem-
brado los virus en las célulaé, pueden requerirse
otras modificaciones para conseguir el maximo ren-
dimiento de virus. . Es preciso determinar también
el momento ideal para la cosecha y 1la liofiliza-
cidn (21).

3.13.3 Consideraciones de una vacuna:

Los principios que sirven de base para la fabricacion de
vacunas antirrabicas de calidad satisfactoria no difieren
de los que consideran generalmente aplicables a toda vacu-
na virica. Como es evidente, los factores importantes son
la inocuidad, la potencia, la facilidad de fabricacién y la
estabilidad, incluso tras un almacenamiento prolongado. Has-
ta la fecha ningin tipo de vacuna antirrdbica ha resultado
superior a los demds en todas esas caracteristicas, y en con-
secuencia, puede elegirse entre diversos productos, cada uno

de los cuales tiene sus propias ventajas (21).
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La liofilizacién permite conservar 1la potencia durante
un almacenamiento prolongado; antes sélo podia aplicarse a

las vacunas inactivadas por un agente viricida eliminable

(como rayos ultravioleta o la B-propiolactena), pero en la

actualidad esta técnica es asimismo aplicable a las vacunas
fenoladas (21).-

Adyuvantes Inmunolégicos:

La palabra Adyuvante significa asistir o ayudar, y los
adyuvantes inmunolégicos pueden definirse -como sustancias
no antigénicas, que en forma inespecifica, aumentan el po-
der y duracién de la respuesta inmune a agentes especificos
(7;25,31,46,50,59,61); los cuales al combinarse con vacunas,
producen niveles de inmunidad mds altos que aquellas sin adyu-
vante (25).

Los adyuvantes no son agentes inmunogénicos, ya que no
deben estimular una respuesta inmunitaria contra si mismos,
siempre se debe tomar en cuenta su seguridad y eficacia
(46). \

Los adyuvantes pueden clasificarse como:

3.13.4,1 Advuvantes inertes: Son los que retienen al anti-

geno y lo liberan .lentamente, como el Hidrdbxido
de Aluminio, adyuvante incompieto de Freund, alum-

bres, fosfatos, etc.

3.13.4.2 Adyuvantes dinimicos: Actlian directamente sobre
- las células responsables de la respuesta inmunita-
ria, como las Endotoxinas bacterianas, Saponinas,
Sulfato de Dextrano, etc. Cuando ejercen mayor
accidn sobre los linfocitos B, como los lipopolisaca-
ridos, se.les denomina Adyuvante B; y si la accién
es méyor sobre los linfocitos T, como las quqhag—
terias y  derivados, polinuclebdtido de doblercadena,
se denomina Adyuvantes T. (25,46,50,59). |
Existen adyuvantes inertes y dinédmicos, como el

Adyuvante Incompleto de Freund con Mycobacterium

tuberculosis, ya que tiene efecto sobre la respues-

ta humoral y sobre la inmunidad mediada por células;

R |
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pero con el inconveniente de originar indeseables
estados de hipersensibilidad (7);~

En algunos casos la accion del adyuvante es im-
prescindible para que sé produzca respuesta inmune,

como la Vacuna contra el Antrax.

Compuestos de Aluminio: Son los mds importantes uti-

lizados actualmente, 'para preparar las vacunas con

Alumirio, existen dos métodos: ' '

a. Método para Vacunas Précipitadas con Alumbre:
Es la adicién de una solucién de Alumbre Al(SOa(
2.12H20, al antigeno para formar un precipitado
de proteina aluminada.

b. Método para Vacunas Adsorbidas con Aluminio:
La solucién de antigeno se le agrega al Hidroxido
de Aluminio, fosfato de Aluminio, fosfato de Alu-
minio u 6xido de gama aluminio (25).

El Hidréxido de Aluminio es un coloide anfé-
tero, con punto isoeléctrico entre pH 9.2 a 9.4,
se considera un adyuvante inerte, y actla princi-
palmente por concentracién del virus, accién de
depbsito, formacién de granuloma y liberacién
lenta del antigeno (17,46): El Gel de Aluminio
causa una degranulacién extensa dé los mastocitos
en el lugar de la inyeccidén, acelera el drenaje
linfatico en .la regibnm, y esto facilita el trans-
porte del antigeno a los nédulos linfaticos.
(25,30,61)

Emulsidén: Es un sistema de 'dos fases, consistiendo

de una fina dispersién de un liquido en otro en el
cual, no es miscible. Los dos liquidos clésicos
inmisibles son: Agua y Aceite que puede ser mine-
ral o vegetal, Cualquipra de las dos puede ser la
Fase Dispersa.

Dependiendo cudl 1liquido sea la Fase Dispersa,
las Emulsiones resultantes tendrén diferentes carac-

teristicas fisicas:
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1. BEmulsién tipo AGUA EN ACEITE (W/0): cuando. la fase -

Acuosa es dispersada en el aceite, que es la Fase

- externa.

2. Emusién tipo ACEITE LN ACUA (O/W): cuando el acei-

te es dispersado en el agua, que es la Fase_exterw
na (7). |

Caracteristicas de 1a Fase Externa de la Dmulsion:

- Si la Fase Externa es la porcion acuosa, [Emulsion
tipec 0/W, una gota de la emulsidon, se dispersara
rapidamente en el agua, por ser los dos liquidds

miscibles.

.~ Cuando se coloca una gota de la Emulsién tipo O/W

en aceite, no ocurre la dispersiom porque la Fase

Externa no es miscible.

- Si la Emﬁlsién fuera del tipo W/0, la gota de emul-

sidén no se dispersard en agua, pero si en el acei-

te.

El empleo de los dos tipos basicos de Emulsion en
las Vacunas indican que las del tipo O/W no resultan

ser buenos adyuvantes, ya que el antigeno contenido

‘en la fase acuosa externa, es soluble con los liquidos

”orgénicos de los animales, por lo tanto el Antigeno

quedara expuesto a la acciéon Fagocitaria del organis-

mo, y su efecto inmunizante 'serd fuertemente 'reduci-
. I . '

do (7). !

Adyuvante Incompleto de Freund: Conocidos los inconve-

nientes del Adyuvante completo de Freund, se supri-

mié 1la adicién de Mycobacterias, a fin de aprovechar

la excelente cualidad adyuvante de las emulsiones Apua

en Aceite, cominmente referido como Vacunas Oleosas,

para la fabricacién de ciertas vacunas de uso practi-
co, va sea con el vi%us ‘inéctivado o toxoide; como
las Vacunaszntiaftosa f contra Newcastle, etc. (7).

El mécaﬁismo de la accibén inmunogénica de estas
vacunas emulsionadas e% fomar depositos persistentes

.' ' L
de antipeno, en el lugar de la inyeccién de estos de-




86

positos el antigeno es liberado lentamente, para po-
nerse en contacto con la primera linea de defensa del
organismo: polimorfdnucleares, histiocitos y sobre
todo los macrofagos, de gran importancia en la respues-
ta inmune. Ademds, parte del antigeno migra por via
linfatica y se forman miltiples depdsitos de microgo-
tas de vacuné oleosa en los organos linfoides, donde
se organizan nuevos focos de estimulo inmunitario.
El adyuvante oleoso estimula la proliferacion de cé-
lulas del Slstema Histio Reticular Dendritico (SHRD)
para la sintesis de anticuerpos y la proliferac1on de
células Inmunocompetentes (7).

La respuesta inducida por las vacunas con adyuvan-
te oleoso es de mAs larga duracién que las vacunas
de Hidréxido de Aluminio y Saponina (46), ya que el
adyuvante oleoso se obtienen muchas gotas de agua que
contienen el virus vacunal, fodeadas de aceite, que-
dando de esta manera el virus vacunal perfectamente
protegido al ataque de anticuerpos y sustancias ines-
pec:.flcas (7, 46) - -

3. 13 4.3 La Organizacién Mundial de la Salud y otros expertos,
han desarrollado una lista de recomendaciones téeni-
cas que se deben tomar en cuenta, al utilizar adqu
vantes en la preparacioéon en las Vacunas:

3.13.4.3.1 La inmunopotenciacién no debe ser excesiva, como-  pa-
ra inducir hipersensibilidad en los tejidos del indivi-
duo. - 7

3.13.4.3.2 Deben ser quimicamente puros

3.13.4.3.3 Sin efectos farmacoldgicos

3.13,4,3.4 Su (nico efecto debe ser de potencializar la Vacuna,
sin inducir dafios. '

. 3.13.4.3.5 Deben ser facilmente biodegfadahles.

3.13.4.3.6 No deben contener Antigenos que posean reaccibn cruza-
da con Antigenos humanos 0 animales. -

313437La vacuna tendra que ser segura en la administracidn

intramuscular y subcuténea.
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3.13,4.3.8 No inducir hipersensibilidad alérgica hacia é1 mismo
o combinarse con anticuerpos séricos naturales, para
formar complejos inmunes potencialmente daifiinos.

3.13.4.3.9 Sin efectos Carcihogénicos o Cancerigenos.

3.13.4.3.10 No deben producir efectos teratogénicos o abortivos.

3.13.4.3.11 La vacuna debe ser estable al almacenarlo por uno a
dos afos, de 4 a 7°C (25).

3.14 Control y Erradicacién:
3.14,1 Rabia Urbana:

Fl enfoque mis racional para prevenir la rabia humana con-

siste en el control y la erradicacidén de la infeccién de
los animales domésticos, sobre todo de los perros (1,58).

Los procedimienﬁos usados en los programas de control y
erradicacion de la rabia humana tienen por objeto la- reduc-
cién rapida de la poblacidén de animales susceptibles, median-
te la inmunizacién de los perros y gatos con duefio y elimi-

_nacion de perros callejercs. Para interrumpir las epizoo—
tias‘urbanaé, se recomienda la vacunacién,_en el plazo mas
breve posible, de por lo menos 80% de toda la poblacion ca-
nina de la ciudad y de sus dreas adyacentes. Una vez conse-
guida 1a interrupéién de 1a epizootia, se debe continuar
con la vacunacién de los animales queino se inmunizaron con
anterioridad, tanto de la generaciéon vieja, como de los in-
corporados por crecimiento vegetativo o introducidos de
otras Areas. Las campafias de vacunacién pueden realizarse
mediénte visitas domiciliariass, por puestos fijos o clini-
cas mdviles donde se concentran los perros de cada barrio,
‘pero. cuando los. recursos lo perﬁiten, es preferible el pri-
mer procedimiento. '

En las campafias de vacunacidén en masa, el Comité de Ex-

-

pertos de la OMS en Rabia recomienda que se practique cada

afic la inmunizacién primaria de todos los perros comprendi-
dosfentrg tres meses y un aiio de edad. Actualmente se dis-
pone de un gran nimeroc de vacunas inocuas y de gran activi-
dad para uso en perros (1,58).°

Los perros deben revacunarse de acuerdo con la duracién
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de la inmunidad que confiere el tipo de vacuna empleada.
Los cachorros menores de tres meses pueden vacunarse con
una vacuna inactivada, pero deben ser revacunados lo antes
posible después de cumplir esa edad (1,6,58).

Los gatos pueden vacunarse con una vacuna inactivada o
de virus vivo modificado, con excepcidén de la Flury LEP,
que puede resultar patbgena para estos animales. La edad
recomendada pafa la vacunacién es la misma que para los pe-
rros, y la revacunacidén debe ser anual hasta que se dispon-
ga de mds informaciones sobre la duracién de la inmunidad
en estos animales, '

Deben eliminarse los perros o gatos que han sido mordi-
dos por. un animal .rabioso. Se. puede realizar una excep-
cion cuando hay seguridad de que el animal mordido habia Si—
do vacunado con una vacuna activa y que aln estd dentro del
periodo de inmunidad prevista para ese producto biolégico
Si se acepta no sacrificarlo, el animal mordido deberd que-
dar confinado y en observacidén por lo menos durante tres
meses (1,58j. _

El control de perros vagabundos se puede llevar a cabo
mediante prégramas de envenenamiento selectivo o por reco-
leccidén a cargo de perreras. En este.{iltimo caso, el perro
puede ser devuelto a su_ duefio, previo pago de una multa y

la vacunacion antirrédbica (1,12).
N ®

Control de la Rabia Silvestre:

. 3.14,2,1 E1 control de la rabia transmitida por quirdpte-

ros hematdfagos resulta de especial interés para
América Latina. Los procedimientos principales de
cqntrdl consisten en vacunar el ganado en &reas
"expdestas y en reducir la poblacién de los vampi-

ros (1).
En la actualidad se dispbne de dos excelentes

vacunas, ambas preparadas en cultivos celulares:

- Cepa Era:, Proporciona una proteccién adecuada por méis de

tres afios (1).
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- Cepa V 319: Fue preparada por el proyecto de investigacio-
nes sobre Rabia Paralitica FAOQ/INIP en México a partir de

. un aislamiento de virus rébico de origen de murciélago vam-
pirb (34). ) '

Otras vacunas ftiles son la Flury HEP preperada er em-
brién de pollo, la CRL y PV-BHK-EI con coadyuvante de hi-
dréxido de aluminio, que protegen por mas de un afic. En
México se utiliza la vacuna de cepa Acatlén, preparada en
cultivo tisular de células de vampiro. .

La epizootiologia de' la rabia bovina atn no ha sido bien
estudiada, pero en las observaciones realizadas en varios
paises se indica que esta infeccién tiene un carécter focal,
por lo tanto, seria posible proteger al ganado mediante va-
cunacién focal y perifocal, sin necesidad de recurrir a la
vacunacidon en masa, que resulta muy onerosa. Para este pro-
pésito, se requieren estudios epizootioldgicos y un adecua-
do sistema de vigilancia (%).

Los terneros de vacas inmunes se deben de vacunar hasta
los 6 meses de edad, ya que los anticuerpos maternos, inhi-
ben el virus vacunal, impidiendo que.‘queden inmunizados
(29). '

Para la reduccidon de la poblacién de vampiros, en el pa-

'sado se ha utilizado para este fin una serie de técnicas
como dinamitar cuevas, usar gases venenosos y otros siste-
mas similares; los cuales se caracterizaban por su falta
de selectividad, causando por ‘ende dafio a la ecologia de la
regidn, 7 7

El tratamiento que mejores resultados ha dado en 1la ac—r
tualidad es el uso de anticoagulantes, puede ser de dos for-
mas: '

~ Tratamiento Tépico de vampiros:

Esta técnica consiste en capturar un reducido nuimero de
vampircs, mediante redes alrededor de los corrales con ga-
nado, aplicando sobre el cuerpo de los vampiros colectados
un agente vampiricida de accion lenta y liberarlos para que -

vuelvan a sus refugios y contaminen, por medio del contac-
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to directo, a los demas de su misma especie; para que poste-
riormente al efectuar cada uno de ellos la limpieza de su
cuerpo, ingieran el producto que mias tarde les causari la
meerte (29). El compuesto que mds se ha utilizado para es-
te.rfin es la Difenadiona. Recientemente se estd utilizan- -
do 1a Warfarina (29).

Tratamiento Sistematico del Ganado:

La primera técnica sistemitica utilizada en ganado bovi-
no para el _cdntrol de los vampiros consistid en suspender
difenadiona en Corbapol, un aglutinante al 0.05%Z aplicéndo~
lo 'al ganado bovino por via intrarruminal para que poste-
ridrmente circule en la sangre y los vampiros que se alimen-
tan del ganado tratado reciban junto con la sangre, el com-
puesto que les causaréd la muerte.

Otra técnica sistemitica en ganado bovino es la desarro-
l1lada por Flores y Col., que consiste en la aplicacién de
Warfarina, por via intramuscular en dosis de 5 mg/kg con
muy buenos resultados (29).
3.14.2.2 ‘E1 control de la rabia transmitida por carnivoros

silvestres de vida terrestre: .

Consiste sobre todo en la aplicacién de técnicas
para reducir la poblacién de 1la principal especie
vectora del virus y responsable por el mantenimien-
to del ciclo de transmisidn, como seria-el ZOrro en
Europa, y el zorro, la mofeta, mapache en los Esta-
‘dos Unidos (1,6).

Medidas de Transporte Internacicnal de Animales:

En los paises que estﬁn libres de Rabia, se debe prohibir
la introduccibén de perros y gatos de &reas infectadas, como
se hace en Australia, o establecer una cuarentena prolonga-
da de seis meses y simulténeamente inmunizar com una vacu-
na inactivada a los animales que se introduzcan en el pais.
En los paises donde existe rabia y no es posible estable-
cer una cuarentena prolongada, se deben exigir certificados
oficiales de vacunacibén para perros y gatos, con un confi-

namiento adicional del animal en el domicilio, bajo vigilan-
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cia veterinaria, hasta completar una cuarentena reducida (1).
-Los animales silvestres deben ser sometidos a las mismas
medidas. En lo posible, se debe prohibir la introduccién
de animales de Areas enzobtizas, Se recomienda el empleo
de vacunas inactivadas, ya que las de Virus Vivo Modificado
pueden ser patdgenas para algunas especies silvestres (l).

'3.15 Prevencién de la Rabia:

3.15.1 Esquemas de Profilaxis en Humanos:

- Tratamiento Pre-Exposicitdn:

Indicado en personas que por la naturaleza de su ocupa-
cion, confrontan un riesgo mayor de adquirir la enfermedad,
tales como Médicos Veterinarios, Personal de Laboratorio de
Diagnbstico y Produccion de Bidlogos, cazadores, guardias
forestales, comerciantes de especies zooldgicas, taxidermis~
tas, cuidadores de animales (8).

~ Tratamiento Post-Exposicion:

' Indicado a personas que han sufrido una mordedura o han
tenido contacto con la saliva (a nivel de piel lesionada
o mucosas sanas) de un animal rabioso, desconocido o que en-
ferma o muere de rabia durante el periode de observacion (8).

-~ Tratamiento de Perscnas Vacunadas Anteriormente:

Indicado en personas que recibieron anteriormente un tra-
tamiento post~exposicidén y que nuevamente sufren una exposi-

cion (8).

3.15.1.1 Tratamiento Pre-Exposicién:

"3,15.1.1.1 Vacuna de Cerebro de Ratdn Lactante:

- Una dosis de 2 ml. por via subcutanea durante tres

dias consecutivos (8,18).

- Refuerzo a los 10, 20 y 90 dias después de la Gltima

dosis.

- Revacunaciton anual con una dosis si el riesgo per-
siste (10,28).

A las tres semanas o al mes de la Gltima dosis,

es conveniente obtener una muestra de sangre para
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determinar el titulo de los anticuerpos y, si resul-
tara bajo, proceder a la administracién de una o mis
dosis adicionales. - | '

Las personas vacunadas en quieﬁes se ha observa-
do una satisfactoria formacidén de anticuerpos deben
recibir una o mis dosis de refuerzo, cuandd son ex-

puestas a8 la infeccidn (1,48),

Vacuna de embrién de pato:

Tres dosis de 1 ml. por via subcuténea, con interva-
los de una semana.

Una cuarta dosis, un mes después de-la ultima,
Revacunacién anual con una dosis si el riesgo persis-—
te (1,&81.

Vacuna de Células Diploides Humanas: _
Trés dosis de 1 ml. por via intramuscular (1,13) b
0.1 ml. intradérmica (8) los dias 0, 7, 21 & 28.
Revacunacién con una dosis de 1 ml. por via intra-
muscular o 0.1 ml. por via intradérmica,' cada dos
anos si el riesgo persiste (1,8,36,37,60). 7

Esta vacuna en cultivo dercélglas diploides huma-
nas (HDCV = "human diploid cell vaccine") el alta-
mente inmunolégica perb de un costo inaccesible pa-
ra los paises en desarrollo. La conversidén serolé-
gica se produce en mas de 99% de los tratados y per-
dura dos afios en 100%Z de los vacunados (1,35).

La administracidén intradérmica es de mucho menor
costo y tan eficaz come la intramuscular. Efectos
sécundarios indeseables se observan en menos de 1% -
de los inmunizados y consisten en dolor muscular,
cefalalgia y dolor en el iugar de la inyeccidén (1,
41,42). '

Tratamiento Post-Exposicién: (Ver cuadro No. 2)

]

La prevencidén de la rabia después de 1a exposi-
cidn consiste sobre todo en el tratamiento local.de
la herida y en la inmunizacidén pasiva y activa del

individuo.
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El tratamiento Local de_la herida:

Resulta de suma importancia y de por si puede pre-
venir muchos casos de'fabia, al eliminar o inacti-
var el virus inoculado. Se recomienda lavar la he-
rida lo antes posible bajo un chorro fuerte de agua
y limpiarla con agua y jabén, o agua y un detergen-
te, A continuaciBn se aplica alcohol al 40-70%,
tintura al 0.1Z. Las heridas no se deben de sutu-
rar inmediatamente. En ensayos efectuados en anima-
les de 1laboratorio se ha comprobado que la infil-
tracién de la herida con suero antirrabico es muy

eficaz en la prevencidn; por tanto, se recomienda

. instilar suero dentro de la herida e infiltrarlo al-

3.15.1.2,2

rededor de la misma (8).
Administracion de la Vacuna:

El largo periodo de incubacién qué se observa en
la mayoria de los casos de rabia humana permite es-

tablecer una inmunizacién profiladctica posterior a

la exposicidén., La vacunacidén debe iniciarse lo antes

3.15.1.2.2,1

posible, con el fin de asegurar que el individuo
quede inmunizado antes de que el virus rabico alcance
el sistema nervioso central. _Se estima que en el
mundo se someten anualmente a tratamiento antirrabi-
co de 500,000 a 1,500,000 personas o quizis més.
Se pueden seguir los siguientes tratamientos:

Vacuna de cerebro de raton lactante: (Esquema reducido)

Una dosis diaria de 2 ml. por via subcuténea durante

r

siete dias.

Refuerzos a los 10, 20 y 90 dias después de la flti-

"ma dosis (8,14,57).

3.15.1.2.2.2

3.15.1.2,2.3

Vacuna de cerebro de ratén lactante: (Esquema tra-

dicional o Clésico)

Una dosis diaria de 2 ml. por ﬁia subcuténea durante
14 dias. '
Refuerzos a los 10, 20 y 90 dias (8).

Vacuna de Embxién de Pato:
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- Una dosis diaria de 1 ml. por via -subcutdnea duran-
te 14 dias, '
- Refuerzos a los 10, 20 y 90 dias después de la dlti-
_ _ ma dosis (8).
3.15.1.2.2.4 Vacuna de Células Diploides: ‘
' - Una dosis de 1 ml. por via intramuscular, los dias s;:
0, 3, 7, 14 y 28 dias.
~ La OMS recomienda ademas una dosis de refuerzo al
’ ' dia 90 (8,14).
! 3.15.1.3 Tratamiento de personas vacunadas anteriormente:

3.15.1.3.1 Vacuna de Cerebro de Ratdn Lactante:

- Una dosis de 2 nl. por via subcuténea,
— Refuerzos 'a los 4, 10 y 20 dias (8,14).
- 3.15.1.3.2 Vacuna de Fmbrién de Pato:

”

- Una a cuatro dosis (los dias 0, 3, 7, 20), dependien-
do del esquema recibido énteriormente, del intervale
de la 0ltima vacunacién y la nueva exposicién y de
la gravedad de ésta. . |

- Personas vacunadas anteriormente no deben recibir
suero antirrdbico, ni inmunoglobulina bumana, por-
que podria atenuar la formacién de anticuerpos (8,
14).

3.15.1.3.3 Vacuna de Células Diploides Humanas:

~~ En persona vacunada hace menos de un afio, adminis-
trar un refuerzo el dia 0. '

- En personas vacunadas hace mis de un afio, segin la
gravedad del caso, administrar refuerzos los dias
0, 3, 7 (3,8,9,14).

S e Rmm Lmert e g T oy = @

La administracién combinada de suero y vacuna es
el método mis eficaz de profilaxis antirrabica y pue-
de utilizarse en todos los cascs, éon especial indi- .
cacién cuando se trata de exposiciones graves. Los
sueros pueden ser heterdlogos, obtenidos por hiperin- a
munizacion de diferentes especies animales (équidos,
conejos y otros) o inmunoglobulina antirribica ho-

mologa (de origen humano). FEl suero antirrabico
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" se administra una sola vez, por via intramuscular
a razon de 40 unidades internacionales (UI)} por kg
de peso corporal de suero heterblogo o Inmunoglobu-
lina humana antirrdbica (Suero homdlogo) ‘una dosis
de 20 UI por kg. (1,14).

El suero debe administrarse lo antes posible,
cualquiera que sea el tiempo transcurrido desde la
exposicidén, para neutralizar el virus inoculado por
la mordedura (1). _

Para la profilaxis humano sdlo estd indicado el
uso de vacunas inactivadas. El comité de Expertos
de la OMS en Rabia recomienda que se suspenda el em-
pleo de las vacunas' que contienen virus vivo resi-
dual, tales como las de tipo Fermi (en tejido ner-
vioso e inactivado con fenol a 22°C). Las vacunas
inactivadas pueden ser las que se elaboran con vi-
rus fijo en tejido nervioso de animales adultos
(tipo Semple), en cerebro de animales lactantes (co-
nejo, rgtas- y ratones) o en cultivo celular. ICon
anferioridad, en los Estados Unides se usaba una va-
cuna de embrién de pato, cuya produccidn fue descon-
tinuada a fines de 1981, principalmente por ser po-
co activa, Se obtqvo un significativo avance con
el perfeccionamiento de la vacuna en cultivo de cé-
lulas-diploides humanas (HDCV) que sustituyd a otras
vacunas de uso humano en Europa, Estados Unidos y
Canadd. Esta vacuna es de gran actividad y los efec-
tos secundarios locales o sistemiticos son menos
frecuentes. _

En América Latina, el uso de la vacuna Fuenzali-
da. (CRL) ha desplazado practicamente al de todo otro
tipo. La CRL tiene la ventaja de ser mucho mads ac-
tiva y mas inocua que la vacuna Semple, y los acci-
dentes neurolégicos son muchos menos frecuentes (1).

Al prescribir un tratamiento profiléctico en el

hombre, debe tenerse en cuenta que tanto el Suero




como la Vacuna pueden originar complicaciones. El
suero heterdlogo puede provocar reacciones de tipo
anafilactico, y antes de administrarlo se debe prac-
ticar una prueba intradérmica u oftAlmica de sen-
sibilidad (1),

Se estima que el 15 a 25% de los tratados con sue-

ro equino sufren reacciones anafilicticas con 1las

caracteristicas de la denominada Enfermedad del Sue- .

ro. Las complicaciones con suero hombloge son ra-
ras, pero su produccién resulta costosa y su dispo-
nibilidad escasa (1).

Con respecto a las vacunas, se puede afirmar que
ninguna es totalmente inocua. Se recomienda evitar
todo abuso en la aplicacién de tratamientos innece-
sarios, En la actualidad, con el avance tecnoloégi-

co en la ingenieria genética se advierte la posibi-

lidad de obtener una vacuna que sbélo contenga las.

subunidades del virién rabico inductoras de la inmu-
nidad. En época reciente se ha logrado la biosinte-

sis de la glucoproteina (GP) del virus, por la trans-

ferencia de genes del virus rabico a Escherichia

coli. Si se lograra desarrollar una vacuna sobre
1a base de esta fraccidén, probablemente estaria des-
provista de efectos secundarios y resultaria de ba-
jo costo, al punto de permitir su uso en el hombre
y en los animales. Igualmente utilizando las téc-
nicas de recombinacién de ADN se ha obtenido experi-
mentalmente proteccién contra la infeccidén rabica
en ratones usando un virus recombinado Vaccinia-
Rabia (1).

En la actualidad se realizan otros estudios con
anticuerpos monoclonales, de mucho interés en la
inmunizacién antirrébica, para correlacionar anti-
génicamente“los-virus de las vacunas con los virus
‘activos en la poblacidén animal de una regién de-

terminada. Si bien es prematuro atribuir a la va-

st i - e
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riacion antigénica algunas de las fallas en la in-
munizacion post-exposicién, ya que se ha demostra-
do experimentalmente en varios casos que una vacu-
na activa puede conferir proteccién a pesar de las
diferencias aﬁtigénicas de las cepas, sin duda se
necesitan mas investigaciones en diferentes é&reas

del mundo para dilucidar este problema (1).



_ Cuadro 2: :
Tratamiento peneral especifico de la Rabia (1)

- Estado del animal sin tener en
cuenta si estd vacunado

“Naturaleza del contacto - En el momento del .Durante el periodo de ’ Tratamiento recomendado
: episodio sospechoso observacién de 10 dias :

1. Contacto sin lesidn, Rabioso —_— Ninguno : L '
contacto indirecto, ' ' : o A _
i ninglin contacto, ' ‘ ‘

II. Lamedura de la piel, a) Presuntos Sin- , B ' Infciese la vacunacidn. ' :
. aranazos o erosiones, tomas de Rabia Sano Interrimpase el tratamiento si el
i mordeduras leves (en | animal sigue sano durante cinco |
AL , las partes cubiertas _ dias.
ke de les brazos, del ' o .. ‘ 6n. i el di
N tronco y de las piernas. . : ‘Rabioso IE1C%ese la vacunacidn, si e ag
o . _ _ : : ndstico es positivo administrar sue

s : ro y proseguir don la vacunacidn.

b) Rabioso, animal T e o ’ Administrece sueroc y vacuna.
salvaje *D o ani
mal que no puede
ser sometido a

~observacién.

III. Lamedura de las muco Animal doméstico o ) — Administrece suero y vacuna. Inte-
sas, mordedura grave salvaje sospecho ‘ , - terrdmpase el tratamiento si el ani
mordeduras miltiples so de rabia *P ¢ ra - mal sigue sano durante cinco dias
o situadas en cara, - bioso, o animal que *ARC
cabeza, dedos y cuello. ‘no puede ser someti :

do a observacidn.

4 El periodo de observacién redomendado en este cuadroc sélo se aplica a perros y gatos.

B En las zonas de endemia, todos los casos de mordedura sin provocacidén previa deben considerarse sospechosos, a no
ser que el andlisis de laboratorio (investigacién de anticuerpos fluorescentes en el cerebro) sea negativo.

C 0 si la prueba de anticuerpos fluorescentes en el tejido cerebral es negativo.

D En general, el contacto con roedores y conejos muy rara vez hace necesario el tratamiento antirribico especifico.

.
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IV,  MATERIALES Y METODOS:

4.1 Invéstigacién a nivel de campo:

La presente investigacién se realizd en la Aldea El Milagro, Muni-
cipio de Masagua, Departamento de FEscuintla. La cabecera municipal
de Masagua se encuentra a 71 Kms, de la ciudad capital, a una alti-
tud de 110 Mts. SNM y estd ubicada a una latitud de 14° 12' 10" y una
longitud de 90° 50' 55"; la Aldea E1 Milagro se encuentra a 2 Kms.
del Municipio de Masagua, quedando el Rio Guacalate de por medio.

La poblacién canina total estimada de acuerdo al censo efectuado
por el Depértamento de Zoonosis, Direccion General de Servicios de
Salud (D.G.S.S.) fue de 425 perros, siendo inmunizados con una dosis
de dos ml. subcutaneamente 387 (91.06%), habiéndose considerado en
la presente investigacibén 197 perros (50.90%), de 1los cuales 99
(50.25%) fueron inmunizados con Vacuna CRL 2% Normal, Grupo 1 y 98
(49.75%) con Vacuna CRL 1% + AL1(OH),, Grupo 2.

Los perros vacunados y sangrados al dia O fueron identificados con
collares pléasticos de color amarillo y se les elabord las fichas de
filiacidén correspondientes; en las que aparecen las caracteristicas
del animal: edad, raza, sexo, color y tamafio; asi como el nombre ¥y
direccién de los propietarios. A cada perro se le asigné un nimero
de indentificacibén, el cual se utilizd durante todo el estudio, en-
tregandole a los propietarios el certificado de vacunacién correspon~
‘diente, en el cual se indicaba, las fechas de sangrias, a los 30, 60
y 90 dias postvacunacion. (FICHAS 1 y 2).

4.1.1 A los perros se les obtuvo muestra de sangre en condiciones es-

tériles, las cuales fueron transportadas en refrigeracidn al
Laboratorio Biolégico de la D.G.S.S.

4.1.2 La sangre se centrifugd a 2,000 g durante diez minutos.

4.1.3 E1 suero se inactivé en Bafio Maria de 50 a 56 °C, durante 30 mi-
nutos.

4,1.4 Los sueros se almacenaron a -20 °C hasta el momento en que se
efectuaron las pruebas.

4,1,5 A ;odos los sueros se les efecﬁuaron-las titulaciones de anti- -
cuerpos antirrabicos por medio de la prueba de Contrainmunoelec~
troforesis (CIE) y/o Sueroneutralizacidén en ratones (SN), ano-

tandose los resultados en los protocolos correspondientes para

R
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su analisis posterior. (FICHA 1).

4.2 Investigacién a nivel de Laboratorio:’
Durante el estudio se efectuaron 438 pruebas de CIE y 71 pruebas
comparativas con SN, en los dos grupos de perros inmunizados contra
la Rabia.

4,2.1 Vacunas:

w——— =

4.2.1.1 Se prepararon 500 ml. de Vacuna Canina CRL 2% Normal,
lote 88-6%, a la cual se le ajustd el pH a 7.2. Se

distribuyeron 250 ml. de la vacuna en alicuotas de 30

ml, lo que equivale a 15 dosis por frasco, fueron iden-

tificados con el nimero de lote y fecha de expiracidn;

almacenéndose a 4 °C hasta el momento de su uso.

4,2,1,2 Los 250 ml de vacuna,restanfe, CRL 2% Normal, fue adsor-
bida con igual volumen de una suspension de gel de Alu-
minio, de tal manera que el producto final debia conte-
‘ner 1% de antigeno viral y 1.5 mg/ml de doxido de Alu-
‘minio. Se -ajustd el pH a 7.2 y se envasd en frascos |
estériles con 30 ml de la vacuna, la cual se etiquetd

y almacend a 4 °C hasta su aplicacién.

4,2.1.3 A los dos tipos de Vacunas se les efectud las pruebas

de Control de Calidad: Esterilidad, Pureza, Inocuidad

y Potencia siguiendo'ias normas de los Institutos Na- !
| cionales de Salud de EE.UU. (NIH). :
4,2.2 Virus: i

Para las pruebas de Sueroneutralizacion en ratones (SN) se ;
utilizd virus CVS patrdon de prueba (Challenge Virus Standard), |
preparado en cerebros de ratdn de los Institutos Nacionales de
Salud de EE.UU., el cual se tituld para determinar el niimero
de dosis letaleSSO (DLSO)’ utilizando para la prueba de SN, de
10 a 100 DL50/0.03 ml.

4,2.3 Antigeno inactivado para la Prueba de CIE:

Fue preparada segln la técnica descrita por Diaz, A.M. y col.
(21), que consiste en una suspension al 407 de tejido nervioso

de conejos lactantes infectados con Virus CVS/CCL/2°P, en agua

* Laboratorio Biolégico, D.G.S.S.
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destilada suplementada con sacarosa y glicina e inactivada con
Betapropiolactona 1:3,000, El antigeno se almacena en ampollés
que contiene 1 ml. de la suspensidén, el cual se liofiliza y en
esta forma es distribuido por el Centro Panamericano de Zoono-
sis (CEPANZO). '

Se determind que la dilucidén 1:16 del Antigeno lote 47 pro-
dujo -bandas nitidas, al enfrentarlo con el suero hiperinmune
de conejo especifico lote 3. Las bandas fueron comparadas con
las due produce el sistema antigeno-suero estandar.

Suero Indicador para la Prueba de CIE:

Se utilizd suero antirrédbico hiperinmune de conejo, prepara-
do por el Centro de Refefencia Internacional, CEPANZO. Este
contiene 130 a 200 UI/ml., el cual es liofilizado en ampollas
con 1 ml, de suero hiperinmune,

Se determind que la dilucidén 1:22 del suero hiperinmune lote
3 fue la Optima con el Antigeno lote 47; ya que produjo bandas
de ﬁrecipitacién con morfologia, ubicacion e intensidad simila-
res a las que produce el sistema antigeno-sgero-esténdar.

Prueba de Contrainmunoelectroforesis: el procedimiento fue:

4.2.5.1. Se recubrieron liminas de vidrio de 75x50 mm. con 8
ml. de agarosa 0.9% en solucién amortiguada con Verogal
Sédico 0.05 M,.pH 8.2 v se colocaron en cajas de Petri
durante diez minutos a 4 °C. En cada una de dos filas

+ paralelas de 1la lémina, se marcaron en la primera fila,

cinco orificios de 6 mm. de didmetro y en la segun-
da fila cinco orificios de 3 mm. de didmetro.

4.2.5.2 Los sueros fueron inactivades de 48 a 50 °C, por 30
minutogs y 'se prepararon diluciones iniciales de suero
en solucidén salina tamponada pH 7.2, siendo éstas &e
0; 1:2.5; 1:5; 1:10 y 1:20,

4.2,5.3 Se mezclaron 0.05 ml. de dilucién 1:8 del Antigeno lo-
te 47 con 0.05 ml. de cada dilucion de los sueros.pro-
blema. Para el CONTROL sé agregd 0.1 ml. de dilucidn
1:8 del Antigené con 0.1 ml. de solucion salina pH 7.2,
De esta manera la dilucién final del Antigeno fue de
1:16 y las de 1los éueros problema fueron: 1:2; 1:5;
1:10; 1:20 y 1:40,
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4,2.5.4 Todas las diluciones se incubaron por 60 minutos a 37
°C.

4.2.5.5 Se retird la agarosa de las cavidades de 6 mm. y se

' colocaron en éstas, las distintas diluciones de suero-

antigeno, asi como los Controles positivo y negativo.

4,2.5.6 Las liminas con sus respectivos puentes ‘de papel fil-

tro, los orificios de mayor tamafio (6 mm.) del-lado

ﬁel Catodo (polo -) y los orificios de menor tamafio

k3 mmn.) del lado del Anodo {polo +); se colocaron en

la cuba del equipo de electroforesis.
4,2.5.7 Se hizo una corrida electroforética de 45 minutos, apli-
cando una diferencia de potencial de 8 a 10 voltios
(2 mA, por cm de lamina) ehtre los extremos de cada
lamina. j
4,2.5.8 Posteriormente se suspendidé el paso de la corriente, ?
_ée retird la agarosa de los orificios de 3 mm. y se é
llenaron con Sueroc Antirrabico Esténdar, lote 3, di-
luido en 1:22. -
4.2.5.9 Se reinicié el paso de la corriente eléctrica nueva-
mente, aplicando la misma diferencia de potencial por
120 minutos. Humedeciendo periddicamente los puentes
de papel filtro, colocados en los extremos de las la-
@inas.
4,2,5.10 Transcurrido este lapso de tiempo, se identificaron
las bandas de precipitacién en las laminas, haciendo
ias lecturas con ayuda de luz incidente.
: Se considerd como titulo del suero problema, la ma-
yor dilucién que no produjo bandas de precipitaciodn,
comparables con las del Control Positivo.

En el caso de no haber obtenido el titulo final con

las diluciones realizadas del suero problema, se incre-
menté el nimero de diluciones; manteniendo el factor
&e'dilucién 1:2,
4.2.6 Prueba de Sueroneutralizacién en Ratones (SN):
4,2,6.1 Los sueros se inactivaron durante 30 minutos a 56 °C.
4.2.6.2 - Se prepararon diluciones seriadas de los sueros proble-

mas utilizando el factor de dilucidén 1:5, como dilu-

o st e ce-
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4.2.6.3

4‘2.6.4

4,2.6.5

4.2.6.6

4.2,6.7

4.2.6.8

yente se usd Suero Equino al 272. Las diluciones ini-

ciales utilizadas fueron: 1:2,5; 1:5; 1:25 y 1:125.

Se mezclaron volimenes iguales de cada dilucién y de

una suspensién de virus CVS que contenia entre 10 a
100.DL50/0.03 ml. De esta manera las dilucicnes fina-
les fueron: 1:5; 1:25; 1:125 y 1:625,

Para la Titulacidén del Virus se prepararon tres dilu-
ciones decimales a partir de la dilugién iﬁicial, que

posea de 10 a 100 DL50 requeridas.

Luego los sueros se enfriaron, sumergiéndoles en baiio
de hiélo y por via intracerebral se inoculd 0.03 ml.

de cada una de las diluciones, en seis ratones de 3
a 4 semanas de edad, comenzando por la dilucién menor

del suero.

Para la titulacién'del_virus se inocularon diez rato-
nes con las cuatro diluciones correspondientes, iniciqg‘
do la inoculacién con la mayor dilucién del virus.

Los ratones albinos suizos se mantuvieron en observa-
cién durante 14 dias postinoculacién, registrandose

diariamente la evolucién de los sintomas y las muertes
presentadas. '

Se calculd el Titulo de los sueros problemas, como la

_maxima dilucién del suero que prdtegié al 507 de los

ratones inoculados, mediante el Método de Reed y Muench.
Cuando no se detectd el titulo final con las dilucio-'
nes normales, se 'incrementarOn _éstas; manteniendo el

factor de dilucién 1:5.




RESULTADOS Y DISCUSION:

La presente investigacién se realizé en la Aldea El Milagro, Munici-
pio de Masagua, Departamento de Escuintla; por ser un &rea aislada en la
cual la poblacion canina no habia sido inmunizada contra la Rabia. '

La poblacién de perros estimada en la Aldea E1 Milagro fue de 425; ha-
biéndose inmunizado contra La Rabia un total de 387 perros, que corres-—
ponden al 91.06% del total de la poblacidén canina existente en el momen-
to del estudio, obteniéndose desde el punto de vista epidemiologice una
alta cobertura, ya que inicamente el 8.947 no fue iﬁmunizados. (CUADRO
1),

La distribucibén ‘de los 387 perros inmunizados, el 50.90%, corresponde
a los perros investigados, de los cuales 99 (25.58%) se les administrd
" la Vacuna CRL 2% Normal y 98 (25.32Z) se inmunizd con la Vacuna CRL
1Z + AI(OH)3. El 49.10% de los perros ‘vacunados, no fueron considerados
en el estudio, ya que éstos fueron presentados por los propietarios  du-
rante el periodo de sangrias, en los cinco meses en que se realizb el.es-
tudio a nivel de campo; inmunizédndolos con la Vacuna antirrédbica estindar
. lote 88-5%, _ r '

Los 197 (100.00%) perrds investigados se distribuyeron en das grupos,
a los que se inmunizaron con la Vacuna CRL 2% Normal éorresponde el 50.25%
(99 perros) y a los'que se les administrd Vacuna CRL 1% + A‘l(OH)3 fue el
49,75% (98 perros). .(CUADRO 2).

En el estudio se investigaron un total de 197 perros, de los cuales
106 (53.81%) fueron machos y 91 (46.19%) hembras. La distribucidn de los
grupos etarios de perros inmunizados, fueron machos de 3 a 11 meses de
edad 33; 1 a 3 afios 59. Y mayores de 3_aﬁo§ l4. Las hembras de 3 a 11
meses de edad fueron 34, 1 a 3 afios 49 y mayores de 3 afios 8.

Durante el estudio, de acuerdo a la distribucidén por edad, se obser-
vo, que la poblacidn canina por grupo etario fue mayor en los perros de
1 a 3 afios, machos 59 y hembras 49; en comparacidn con el grupo etario

mayor de 3 afios que fue de 14 machos y 8 hembras. (CUADRO 3).

Los 197 perros fueron sangrados al dia O, 30, 60 y 90 para determinar

los niveles de antituerpos antirrdbicos circulantes. Todos los sueros

* Laboratorio Bioldgico, D.G.S.S.
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fueron investigédos mediante la prueba de Contraiqmundelectroforesis (CIE),
obteniéndose los sigaltientes resultados. Los perros inmunizados con Va-
cuna CRL 2% Normal al dia 0, sblamente 1.(-1.927;), presentd anticuerpos
de los 52 estud‘iadps; A los 30 dias postvacunacién presentaron los ti-
tulos siguientes: /f1:2 el 41.46%; 1:2 el 24:39%; 1:5 el 14:63%; 1:10 y
1:20 el 9.76Z. A .los 60 dias postvacunacién se obtuvieron los siguien-
tes titulos: L1:2v~e1-65.31%; 1:2 el 20.41%; 1:5 el 8.16%; 1:10 el 4:087%
y 1:20 el 2.047%7Z. A los 90 dias postvacunacién fueron: [f1:2 el 79.31%
y 1:2 el 20.69%. (CUADRO 3), (GRAFICA 1,2 y 3).

Los perros 1nmunlzados con Vacuna CRL.1% + Al(OH)3 presentaron los si-

guientes titulos de anticuerpos circulantés: al 0 dis 11.2 el 100.00Z.

A los 30 dias postvacunacmn el 6.38% /1:2; 6.38% 1:2; 14,90% 1:5;
. 36.17% 1:10; 25.53% 1:20; 6.38%7 1:40 y 4.26% 1:80. A los 60 dias post-
vacunacién el 36.00% fue /1:2; 28.00% 1:2; 24.00% 1:5; 8.00% 1:10 y 4.00%
1:20, A los 90 dias postvacunacidén el 52.78% fue £1:2; 33,33%2 1:2;
11.11%Z 1:5 y 2.78% 1:10. (CUADRO 4), (GRAFICA 1,2y 3).

De acuerdo a los resultados serolbgicos anteriores, se puede deter-

minar que la Vacuna CRL 1% + Al(OH')3 indujo la sintesis de anticuerpos
antirrédbicos en mayor proporcién que la vacuna CRL 2% Normal, ya que a
los 30 dias postvacunacidn, se obtuvo el titulo més alto en la prueba
de CIE de 1:80 que corresponde al 4.26%Z de los pei‘fos inmunizados, en
comparacion con el mayor titulo detectade en la prueba de CIE, e1 cual
fue de 1:20 en el 9 76% de los perros vacunados con CRL 2% Normal. (CUA-
- DRO 4), (GRAFICA 1).

Los resultados obtenidos en la administraciéon de ambas vacunas con-

firman la mayor respuesta de los perros a la Vacuna CRL 17 + Al(OH)S,

ya que a los 30 dias el porcentaje promedio fue de 93.627%7 de los titu-

los obtenidos de 1:2 a 1:80; a los 60 dias el porcentaje promedio fue
64,002 en los titulos 1:2 a 1:20. Y a los 90 dias el porcentaje prome-
dio fue 47.22% en los titulos 1:2 a 1:10; en comparacién con el porcen-
taje promedio de los titulos obtenidos con la Vacuna CRL 2% Normal, el
cual fue a los 30 dias 58.54% en los titulos de 1:2 a 1:20; a los 60
dias el porcentaje promedio fue de 34,69% en los titulos 1:2 a 1:20 y a
los 90 dias el porcentaje promedio. fue de 20.69% en el titulo obtenido
de 1:2. (CUADRO 5). o |

Se efectudé graficamente la comparacion entre las. Vacunas CRL 2% Nor~

mal y CRL 17 + Al(OH)3 de los titulos de anticuerpos circulantes anti-
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rrabicos obtenidos mediante la prueba de CIE a los 30, 60 y 90 dias post-
vacunacion. Se puede apreciar que la mejor respuesta inmune se obtuvo
a los 30 dias en ambas vacunas, siendo superior la Vacuna CRL 17 + Al .
(OH)3. A partiride los 30 dias postvacunacién se observé que los nive-
les de anticuerpos fueron disminuyendo gradualmente en los dos grupos,
lo cual posiblemente fue débido al continuo stress en que se mantienen
los perros en la Aldea El Milagro, ya que por norma general los propie-
tarios continuamente los llevan al camp; por un periodo aproximado de on-
ce horas, tiempo en. el cﬁal, los perros consumen poca agua y escaso ali-
mento, habiéndose confirmgdo por las deficientes condiciones nutricio-
nales y el alto grado de parasitismo, observados durante los'periodos de

vaéunacién;y‘sangrias. En la presente investigacidén se observéd, que la
Vacuna CRL 1% + AI(OH)3 siempre indujo K los niveles mas altos de anticuer-
pos neutralizantes a los 30, 60 y 90 dias postvacunacién. (GRAFICAS &

y 3.

Se determind el titulo final de anticuerpos antirrabicos mediante la

-prueba de CIE, en los perros inmunizados con Vacuna CRL 2% Normal y CRL

17 + Al(OH)B, estableciendo su relacién entre el grupo etarlo y sexo,

habiéndose obtenido el mayor nimero de sueros con titule mis alto a los

30 dias postvacunacién., Los titulos més altos de anticuerpos en los pe-
rros inmunizados con Vacuna CRL 2% Normal fueron: en la hembra de 3 a
11 meses de edad con 1:10 (20.00%); machos de 1 a 3 afios con 1:20 (13.30%);
el macho mayor de 3 afios con titule 1:20 (20.00%). A los 60 dias post-
vacunacion en las hembras de 3 a 11 meses de edad con 1:5 (25.00):
los machos de 1 a 3 afios con 1:10 (10.50%), en el macho mayor de 3 afios
con titulos de 1:20 (50.00%). A los 90 dias postvacunacién la hembra y
el macho de 3 a 11 meses,de edad con titulos de 1:2 (25.00%); en lashem
bras de 1 a 3 afios con titulos de 1:2 (28.60%) y la hembra y macho mayo-
res de 3 afios con /1:2 (100.00%). (CUADRO 6).

El mayor porcentaje de titulos de anticuerpos éntirrébicos obtenidos
a los 30 dias postvacunacién con Vacuna CRL 2% Nofmal, fue en el grupo
etario 1 a 3 afios de edad, con titulo de 1:2. A los 60 dias postvacuna-
cién fue en los perros mayores de 3 afios con 1:20 y a los 90 dias en pe-
rros de 3 a_il meses con 1:2, {(GRAFICA 6,8 y 10).

Los titulos mis altos de anticuerpos obtenidos a los 30 dias postva-

cunacién en los perros inmunizados con Vacuna 1% + Al(OH)3 fueron: en
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la hembra de 3 5:11 meses de edad de 1:80 (10.00%); en la hembra de 1 a
3 afios con 1:80 (9.10%) y el macho mayor de 3 afios con 1:20 (33.30%).
A los 60 dias la hembra de 3 a 11 meses de edad con 1:20 (14,30%); el
macho de 1 a 3 afios con 1:20 (6.30%Z) y hembra mayor de 3 afios con 1:10
(50.00%). ‘A los 90 dias bostvacunacién el macho de 3 a 11 meses con 1:2
(20,00%); el maéﬁo de 1 a 3 afos con 1:10 (9.10Z) y las hembras y ma-
chos mayores de 3-afios con 1:2 (100.00%). (CUADRO 7).

- F1 pofcentajé} mids alto de anticuerpos neutralizantes detectados en
los perros inmunizados con CRL 17 + Al(OH)s, a los 30 dias postvacuna-

cibn fue en el grupo etario 1 a 3 afios con titulos de 1:20. A los 60

dias postvacunacién en perros mayores de 3 afios con 1:2 y 1:5; a los 90

dias postvacunacién en perros mayores de 3 afios con titulos de 1:2,
(GRAFICAS 7,9 vy 11), - « '

El titulo antirrabico més alto detectado a los 30 dias postvacuna-

cién en los perros inmunizados con Vacuna CRL 2% Normal, fue de 1:20; a
los -60 -dias post}acunacién de 1:20 y a los 90 dias postvacunacién de
1:2. En los'perfos vacunados con CRL 1% +'A1(OH)3, el mayor titulo obte-
nido a los 30 dias fue de 1:80, a los 60 dias de 1:20 y a los 90 dias de
1:10. (GRAFICAS 6,7,8,9,10 y 11),

Con los resultados seroldgicos anteriores se demuestra, que los pe-

rros inmunizados con Vacuna CRL 1% + Al(OH)3, presentaron titulos de an-
ticuerpos antirrdbicos iguales o supériores a 1bs_pbtenidos con la Va-
cuna CRL 2% Normal.

De acuerdo a 108 resultados de la Prueba de CIE, se determiné apli-

car una Dosis de. Refuerzo, cinco meses postvacunacidén, los grupos de pe-

rros inmunizados con Vacuna CRL 2% Normal (99 perros) y Vacuna CRL 17 +
.Al(QH)3 (98 perros); los perros que tuvieron titulos de anticuerpos anti-
rrabicos menores de 1:2 en la prueba de CIE, fueron: Grupo 1l: 15 pe-
rros a los que ée‘les administré como Vactna inicial CRL 2% Normal y
Grupo 2: 13.per;os qterée inmunizaron con Vacuna CRL 17 + Al(OH)3 ini-
cialmente. (CUADRO 8). _ 7

Para un mejor “anédlisis tanto a nivel de campo como de labdratorio se

establecieron cuatro subgrupos: Grupos 1, subgrupo A: Vacuna de refuer-

zo CRL 2% Normal'(7 perros). Grupo 1, subgrupo B: Vacuna de refuerzo

CRL 1% + Al(OH)B_(B perros), habiéndose inmunizado en este Grupo un to-

tal de 15 perros. Grupo 2, subgrupo C: Vacuna de refuerzo CRL 2Z Nor-
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mal (6 perros) Grupo 2, subgrupo D: Vacuna de refuerzo CRL 1% + Al

(OH):3 (7 perros), habiéndose inmunizado en este Grupo 13 perros. Hacien-
do un total de 28 perros revacunados en los cuatro subgrupos. (CUADRO
8). _

De los 28 perros revacunados, fueron sangrados a los 15 dias posﬁva—
cunacidn, 23 (82.14%), a -los cuales se les realizd la Prueba de CIE, pa-
ra determinar el titulo final de anticuerpos antirrabicos. El1 titulo
mayor obtenido en el'Grupo 1, subgrupo A fue de 1:40 (14.28%), en el
Grupo 1, subgrupo B de 1:20 (28.57%). - E1 Grupo 2, subprupo C el titu-
lo mayor fue de 1:40 (25.00%) y el Grupo 2, subgrupo D fue 1:160 (20.00%).
(CUADRO 9), (GRAFICA 12 y 13).

De acuerdo a los resultados anteriores se confirma que la Vacuna de

refuerzo CRL 1% + AI(OH)3 , fue la que indujo niveles mis altos de anti-

cuerpos circulantes en los perros revacunados y que previamente habian

sido inmunizados con Vacuna CRL 1% + Al(-OH)S, Grupo 2, subgrupo D, ya que
en éstos el titulo mayor fue de 1:160 (20.00%), en comparacién con el

Grupo 1, subgrupo A que fueron inmunizados y revacunados con Vacuna CRL

2% Normal, determinando el mayor titulo de 1:40 que‘corresponde al 14.28%.
(CUADRO 8), (GRAFICA 12,13 y 14).

Los resultados obtenidos en el Grupo 2, subgrupe C fueron superiores

a los obtenidos en el Grupo 1, subgrupo A y B, lo cual indica que se ob-

tiene mejor respuesta, al inmunizar los perros con la Vacuna CRL 1% +
A1(OH) como dosis inicial y revacunar cinco a seis meses después con

el mismo tipo de Vacuna, Grupo 2, subgrupo D; en comparacién con la Va-

cuna CRI, 2% Normal; Grupo 1, subgrupc A. Cuando se inmuniza inicial-

mente con CRL 1% + AI(OH)3 y se revacuna con CRL 2% Normal se obtienen

los més altos titulos de 1:40 (25.00%) Grupo 2, subgrupo C, en compara-

~cién a los perros inmunizados con CRL 2% Normal inicialmente y revacuna-
dos con CRL 1% + AI(OH)B,‘ en los cuales se obtuvieron los titulos mas
altos dg 1:20 (28.57Z) Grupo 1, subgrupo B. (CUADRO 9), (GRAFICA 12,13,

14 y 15),
De acuerde a los resultados anteriores se concluye que la Vacuna CRL

172 + AI(OH):3 proporciona mejores titulos de anticuerpos antirribicos,
que la Vacuna CRL 2% Normal, ya que induce en mayor proporcidén la sinte-
sis de Inmuﬁogamaglobulinas antirrdbicas en perros de campo. Los anti-
cuerpos permanecen por un periodo de tiempo mayor en los perros inmuni-
zados con Vacuna CRL 17 + Al(OH)B. ‘(CUADRO 9), (GRAFICA 12,13,14 y 15).

R s P L
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El Coeficiente de Correlacién (r) fue calculado para establecer: el

grado de significancia, entre los titulos obtenidos por las pruebas de

'Sueroneutralizacién en ratones {(SN) y Contranmunoelectroforesis (CIE).
Para el anilisis estadistico, los titulos de SN fueron expresados como
1035 y los titulos ae CIE como 10g2. Los valores de las escalas de las
dos pruebas representan el nimero de las diluciones de los sueros utili-
zadas. (GRAFICA 16 v 17).

En la presente jinvestigacién se obtuvo el Coeficiente de Correlacidn

T =-O.55 en 22 suefos_caninos, los cuales fueron positivos a la prueba
de CIE en las diluciones de 1:2 a 1:20, obteniéndose en la prueba de SN
titulos entre 1:6 a?l:625. Se determind el valor r = 0.67 en 38 sueros,
en los cuales se detectaron mediante la prueba de CIE tituios de anti-

cuerpos antirrébicos menores de 1:2 a 1:20, en comparaciom con la prue-

ba de SN, en la cual se detectaron titulos de 1:6 a 1:625, (CUADROS 10

1. ;
Los resultados anteriores indican alta correlacion de la prueba CIE
con la prueba SN. Es de hacer notar que el Coeficiente de Correlacién
obtenido en la presente investigacidn, entre las pruebas de CIE y SN,
son comparables con el sistema de referencia utilizado, tomando en cuen-
ta que son los primeros resultades obtenidos en la deteccién de anti-
CUerpos antirrdbicos mediante la prueba de Contrainmuncelectroforesis en
Guatemala.
Las ecuaciones de las rectas de regresion fueron:
1.7979 + 0.3731 x (n
1.8630 + 0.3518 x (n

Las cuales se calcularon para. estimar los titulos de anticuerpos neu-

fl

22 sueros)

38 sueros).

tralizantes en base a los obtenidos por la prueba Je CIE, y se utilizd
la siguiente conversidn:
log5 SNE = 1.7979 + 0.3731 titulo log, CIE (n
logg SNE = 1,8630 +_0.3518 . titulo log2 CIE (n

De los coeficientes de las regresiones lineales, las ordenadas al ori-

22 sueros)

38 sueros).

gen, indican que los' sueros con titulos de anticuerpos neutralizantes de
1:19 a 1:21 o_menorés en SN, no podrén ser detectados por CIE. (GRAFI-
CAS 16 y 17). . _

La férmula utilizada para- calcular los titulos de anticuerpos neutra-

lizantes en SN, ‘en base a los resultados de CIE, fue:

' » t
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Titulo SN = log 105N/ logyg 5
Antilog (Titulo SN * 0.69897) = SN

n = 22 : n

= 38
SN = Antilog (1.85-* 0,69897) SN = Antilog (1.90 * 0.69897)
SN = Antilog (1.29) SN = Antilog (1.33)
SN = 19.50 SN = 21,39
SN =1:19 . SN =1:21

Desde el punto de vista de control serolégico de los perros inmuni-
zados contra la Rabia, esto no puede ser importante, si se toma en cuen-
ta los titulos de anticuerpos neutralizantes inducidos por los inmuné-

genos actuales, Sin embargo, titulos menores de 1:2 en la prueba de CIE

nos indican que los sueros no tienen anticuerpos antirrdbicos neutrali- -

zantes o éstos son muy bajos, por lo que es conveniente revacunar a los

perros para garantizar su proteccion a nivel de campo y efectuar a estos

sueros, pruebas comparativas de CIE y SN.

En la presente investigacién se realizaron un total de 563 lecturas
en la prueba de Contrainmunoelectroforesis, de 1las ;uales 205 lecturas
_se efectuaron a los perros inmunizados con CRL 2% Normal en las tres san-
grias; a los 30 dias en los tres grupos .etarios se realizaron 93 lectu-
ras, a los 60 dias 75 lecturas y a los 90 dias 37 lecturas. En los pe-
rros del Grupo 1, los titulos més altos de anticuerpos antirrabicos fue-
ron de 1:20. (CUADRO 12). |

Los perros inmunizados con’ Vacuna CRL 1% + AI(OH)3 en las tres san-
grias, de los tres grupos etarios se efectuaron 358 lecturas, las cuales
se distribuyeron asi: 191 a los 30 dias, 108 a los 60 dias y S9 a los
90 dias. Los titulos mds altos de anticuerpos antirrdbicos en los pe-
rros del Grupo 2 fueron de 1:80, los cuales se obtuvieron a los 30 dias
postvacunacién, (CUADRO 13). |

Los sueros caninos investigados para detectar la presencia de inmuno—
gamaglobulinas antirrdbicas por medio de la prueba de CIE fueron: antes
de la vacunacion (dia 0) 94 sueros, de los cuales 52 (55.32%) pruebas
pertenecen a los perros inmunizados con Vacuna CRL 27 Normal y 42 (44.68%)
con Vacuna CRL 1% + Al(OH)S; a los 30, 60 y 90 dias se efectuaron un to-

tal de 254 pruebas, perteneciendo 121 (47.64%) sueros de 1os perros in-

. . -
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munizados con Vacuna CRL 2% Normal y 133 (52.36%) sueros de perros con

Vacuna CRL 1% + Al(OH)3. (CUADRO 14).

Para establecer una mejor evaluacién de los resultados a nivel de cam-

po, se determind realizar una revacunacién cinco meses después’ de ini-
ciado el estudio, en los perros que presentaron a la prueba de CIE ti-
tulos menores de 1:2 en ambos grupos; habiéndose vacunado en el Grupo 1

15 perros y en el Grupo 2 13 perros. Fueron sangrados un total de 23

perros, de los cuales pertenece 11 (47.83%7), a la revacunacidén con Va-

cuna 2% Normal y 12 (52.17%) con Vacuna CRL 1% + Al(OH)S. (CUADRO 14).

Se determiné el titulo final de anticuerpos antirrdbicos en la prue-
ba de CIE, para lo cual fue necesario efectuar ampliaciones de las dilu-

ciones esténdar, habiéndose realizado un total de 67 pruebas adicionales.

* (CUADRO 14). |

Para confirmar la alta sensibilidad y especificidad de la prueba bio-
légica de Sueroneutralizacién en ratones (SN) con la prueba serolébgica
de Contrainmunoelectrbféresis (CIE), se efectuaron 71 sueros, de los cua-
les 38 (53.52%Z) perténecen a sueros con diferentes titulos en SN y 33
(46.48%) sin titulos en la prueba de SN. (CUADRO 14).

Para comparar el efecto de las dos vacunas investigadas, se realizd
la Prueba de Mann Whitney, estableciéndose la relacién de los titulos
de anticuerpos antirrdbicos detectados por la prueba de CIE a los 30,
60 y 90 dias postvacunacién, se determind que la Vacuna CRL 1% + Al
(OH)3 fue mejor que la CRL 27 Normal, obteniéndose estadisticamente una

significancia /0.01.
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VI.

CONCLUSIONES:

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

La técnica de Contrainmunoelectroforesis (CIE) es confiable, repro-
ducible, rapida, segura y especifica; para la titulacion de anti-

cuerpos antirrabicos en perros inmunizados contra Rabia.

Mediante la prueba de Mann Whitney fueron comparados los titulos de
anticuerpos antirrabicos neutralizantes sintetizados por las dos
vacunas investigadas, determinandose que a los 30, 60 y 90 dias se
obtienen titulos mAs altos con la Vacuna 1% adsorbida con Hidrdxi-

do de Aluminio, empleando un nivel de significacia del /0.0l.

Los resultados seroldgicos obtenidos en la presente investigacidn
por la prueba de CIE, en perros inmunizados con Vacuna CRL 2% Nor-
mal y Vacuna CRL 1% + AI(OH)3, se detectaron los titulos de anti-
cuerpos neutralizantes mas altos a los 30 dias postvacunacion, los

cuales fueron disminuyendo gradualmente a los 60 y 90 dias,

Durante el estudio se observé que la Vacuna CRL adsorbida con Hi-
droxidode Aluminio administrada subcuténeamente es de facil y rapi-
da aplicacién, no habiéndose detectado ninglin tipo de reaccidén en

el area de inoculacién.

La vacuna CRL 17 adsorbida con Hidréxido de Aluminio utiliza en su
produccidén la mitad del tejido encefalico del empleado con la Vacu-
na CRL 2% Normal, lo cual permite a los Laboratorios duplicar su pro-

duccidén en un mismo pericdo de tiempo.

El Coeficiente de Correlacién (r=0.67 en 38 sueros y r=0.55 en 22
sueros), obtenido en el presente estudio entre las pruebas de Con-
trainmunoelectroforesis (CIE) y Sueroneutralizacién en ratones (SN),

fueron comparables al sistems de referencia utilizado.

Los sueros caninos con titulos de anticuerpos neutralizantes de
1:19 a 1:21 en SN, o menores no podrén ser detectados por la prue-
ba de CIE.

Los sueros que presentaron titulos de anticuerpos antirrdbicos me-
nores de 1:2 en la prueba de CIE, indican que no peseen anticuer-
pos neutralizantes o éstos son muy bajos; posiblemente es debido a

las deficientes condiciones nutricionales y alto grado de parasi-




6.9

6.10

112

tismo que presentan los perros, por lo que es conveniente revacu-

narlos para obtener una mejor respuesta inmune.

Los perros con titulos menores de 1:2 en la técnica de CIE, que fue-
ron revacunados con CRL 27 Normal y CRL 1% + Al(OH)S, cinco meses
después de aplicada la Vacuna inicial, se obtuvo los titulos més

altos en el Grupo 2, subgrupe B (Vacuna CRL 17 adsorbida con Hidroxi-

do de Aluminio inicial y de refuerzo).

e e g e ———— i e e
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La Rabia Canina es una enfermedad inmunoprevenible siempre y cuan- .
do se utilicen inmundgenos de alta calidad, concentracién y pureza,
y que se mantenga durante su periodo de vigencia la cadena de frio .

intra y extra laboratorio.




VII.

RECOMENDACIONES :

7.1

7.2

7.3

7.4

‘La Vacuna CRL 1% adsorbida con Hidroxido de Aluminio fue la que in-

dujo mejor respuesta inmune en los perros investigados, por lo que
se deben realizar otros estudios, con el fin de incorporar esta Va-

cuna en los Programas de Control de Rabia Canina.

Los titulos finales obtenidos a los 90 dias postvacunacién fueron
bajos con las dos vacunas investigadas, por lo que es conveniente
realizar estudios a nivel de campo, para evaluar 1a'influencia del
estado nutricional y de salud en la respuesta inmune de los pertos

vacunados y asi determinar el tiempo necesario para la revacuna-

- » ¥
cion.

Por ser la técnica de Contrainmunoelectroforesis (CIE) confiable,
reproducible, rapida, segura y especifica, es conveniente que se
implemente y estandarice en los Laboratorios de Diagndstico de Ra-
bia del pais, asi como a nivel Centroamericano; para lo cual es
necesario contar con el apoyo' de la Oficina Sanitaria Panamerica-
na OPS/OMS.

Es conveniente que el personal profesional y técnico que trabaje en
Laboratorios de Diagnbstico y Elaboracién de Vacunas contra la Ra-
bia, se inmunice periddicamente y se les &eterminen los niveles de
anticuerpos neutralizantes, mediante la prueba de Contrainmunoelec-
troforesis {(CIE). v '




VIII. RESUMEN:

F1 presente estudio coﬁharativo entre la respuesta inmune de las Vacu-
nas de Cerebro Ratén Lactante (CRL) 2% Normal y CRL 17 + Al(OH)3 se efec-
tué en la Aldea El1 Milagro, Municipio de Masagua, Departamento de Escuin-
tla; por ser un area aislada y que la poblacién canina no habia sido inmu-
nizada con anterioridad. La poblacién total de perros estimada segiin cen-
so fue de 425, siendo inmunizados 387 (91.067). Fueron investigados 197
perros (50.90%), los cuales se distribuyeron al azar en dos grupos: Grupo
1 99 perros (50.25%) se les administré Vacuna CRL 27 Normal y Grupo
2 98 perros (49.75) se vacunaron CRL 1% + Al(OH)3. »

Los 197 perros fueron sangrados al dia O; 30, 60 y 90 postvacunacidnm,
para determinar los niveles de anticuerpos neutralizantes por medio de
la prueba de Contrainmunocelectroforesis (CIE). Los titulos mas altos de
iﬁmunogamaglobulinas ‘antirrdbicas se obtuvieron a los 30 postvacunacién
en ambos grupos, los cuales fueron disminuyendo gradualmente a los 60 y
90 dias; el Grupo 2, Vacung CRL 1% +‘A1(0H)3, fue el que indujo la sin-
tesis de anticuerpos en mayor proporcidn en .las tres sangrias, en compara-
cién con el Grupo 1, Vacuna CRL 2% Normal.

De acuerdo a los resultados de la prueba de CIE, se determind aplicar
una dosis de refuerzo cinco meses postvacunacién, a los perros que se les
detecté titulos menores de 1:2 con la prueba de CIE, en los Grupos 1 y

2. Se establecieron cuatro subgrupos: Grupo 1, subgrupo A Vacuna de

refuerzo CRL 27 Normal, 7 perros; Grupo 1, subgrupo B Vacuna de refuerzo

CRL 1Z + Al(OH)3, 8 perros; Grupo 2, subgrupc C Vacuna de refuerzo CRL

2% Normal, 6 perros y Grupo 2, subgrupo D Vacuna de refuerzo 17 +'A1(OH)3 .

7 perros; habiéndose revacunado un total de 28 perros. Fueron sangrados
el 82.147 (23 perros) a los 15 dias postvacunacién, para determinar el

titulo final de anticuerpos antirribicos mediante la prueba de CIE; el

 mayor titulo obtenido Grupo 1, subgrupo A fue de 1:40 (1&.28%),.en el

Grupo 1, subgrupo B fue 1:20 (28.57%), el Grupo 2, subgrupo C el titulo

mayor fue de 1:40 (25.00%) y el Grupo 2, subgrupo D fue de 1:160 (20.00%).

Con los resultados anteriores se confirmé que la Vacuna de Refuerzo CRL

17 + A1(OH)5, fue la que indujo los niveles mis altos de anticuerpos cir-

culantes, en los perros revacunados y que previamente habian sido inmuniza-

dos con Vacuna CRL 1% + A1(OH)3 Grupo 2, subgrupo D, en comparacién con

el Grupo 1, subgrupo A que fueron inmunizados y revacunados con CRL 2%
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Normal.

En base a los resultados obtenidos se concluye que la Rabia canina
es una enfermedad inmunopreveniblé siempre y cuando se utilicen inmund-
genos de alta calidad, concentracién y pureza y que se mantengan durante
su periodo de vigencia, la cadena de frio intra y extra laboratorio. |

Para confirmar la alta sensibilidad y especificidad de la Prueba Bidlé—

-gica en ratones (SN) coﬁ la Prueba Serolbgica de Contrainmunoelectrofore-

sis (CIE), se efectharon a 71 sueros caninos ambas pruebas; de las cuales
el 53.52% (38,suerﬁs) pertenecen a sueros con diferentes titulos en SN
y 46.48% (33 sueros) los que no presentaron titulos en SN.

Para establecer el grado de sigﬁificancia entre los titulos obtenidos
por la prueba de Sueroneutralizacidén en ratones y Contrainmunoelectrofore-
- sis, se calculd el Coeficiente de Correlacién (r). Los titulos de SN fue-
ron expresados en Iogs y los titulos de CIE Logé. El Coeficiente de Co-
rrelacién en 22 ‘sueros caninos fue de r=0.55, los cuales fueron positivos
a la prueba de CIE en las diluciones 1:2 a 1:20 y en la prueba de SN los
~ titulos fueron de 1:6 ‘a 1:625. Ademis se determiné el valor de r=0.67

en 38 sueros, que tuvieron titulos de anticuerpos antirradbicos en la prue-

ba de CIE menores de 1:2 a 1:20 en comparacidén con la prueba de SN, la

cual reporté titulos de 1:6 a 1:625; estableciéndose en la presente inves-
tigacidn una alta correlacién entre las Pruebas de Contrainmunoelectrofore-

sis y Sueroneutralizacién en ratones.




VIII. SUMMARY:

The present comparative study between the inmunologic respond of the
Suckling Mouse Brain Rabies Vaccine (SMB) Normal 2% and SMB 1% + AL(OH): -
was made in the Aldea El1 Milagro, Masagua Escuintla because it is an
insolated area an the canine population was not inmunized before. The
total estimate canine pupulation was 425 bein inmunized 387 (91.06%) 197
(50.90%) of the dogs were investigated, there was two groups at random:
Group 1 administrated SMB 2% Normal to 99 dogs (49.75%). Group 2 SMB 1%
+ A1(OH)q was given to 98 dogs (49.75%7).

The 197. dogs were bled at the 0,30, 60 and 90 days after vaccination,
to determine the levels of neutralizing antibodies by Counterimmunoelec-
trophoresis Test (CIE). The highest titers of antirabic immunoglobulihes
were at 30 days after vaccimation in both groups, diminishing gradually
at the 60 an 90 days; the group 2, SMB 2% Normal, induced the antibodies -
synthesis in a greater proportion in the there bleedings, than the Group
1, SMB 17 + A1(OH); .

According to the CIE test results.-it was determined to administraté
a booster five months post-vaccination to the dogs with titers below 1:2
at the CIE test. We established four groups: Group 1, subproup A SMB
27 Normal booster vaccine, 7 dogs; Group 1, subgroup B SMB 17 + Al(OH};ba@g
ter vaccine, 8 dogs; Group 2, subgroup C SMB 27 Norméi,'6 dogs and Group

2, subgroup D SMB 1% + A1(OH)3 booster vaccine, 7 dogs; having revaccina-
ted 28 dogs. 23 dogs (82.14%) were bled 15 days postvaccination, to de-
termine the final antirabic antibodies titer, by the CIE test; the highest
titer in Group 1, subgroup A was'lfdo (14.28%), in the Group 1, subgroup
B was 1:20 (28.57%), the Group 2, subgroup C the highest titer was 1:40
(25.00%) and Group 2, subgroup D was 1:160 (20.00%Z). The former results
confirm that the SMB 17 + Al(OH)3 induced the highest antibodies levels,

in the revaccinated dogs and the ones that were previosly vaccinated with

SMB 1% Al(OH)3, Group_2, subgroup D; comparin with the Group 1, subgroup
A that were immunized and revaccinated with SMB 27 Normal.

With the resulté of this study we conclude that the Rabies is an immu-
nopreventible illness, when a high quality, concentration and purity of
immunogen is.used,_it must be in force and keep the cold line intra and
extra laboratory.

To confirm the high sensibility an especifity of the biologic test in
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mice (Mouse serum neutralization) and the CIE serum. test, both test were
applied to 71 canine sera, wich had different titers in SN 53.52% (38 se-
ra) and 46.48 (33 sera) did not presented titers in SN.

To establish the significant relationship between both test, the Co-
rrelation Coefficient was calculated. The titers of SN were expressed

in 1og5_'and the titers of CIE in log,. The Correlation Coefficient in

e o teim i b i b b it e o et
.

22 canine sera was r=0.55, which were positive to the CIE test in 1:2 to
1:20 dilutions, aﬁd the SN test the titers were 1:6 to 1:625. We also
determined r=0.67 "in 38 sera, that haﬂ antirabic antibodies irn the CIE
test less than 1:2 to 1:20 comparing to the SN test, that was 1:6 to
1:625, establishing in the present study a high correlation between the

' Counterimmunoelectrophoresis test and Mouse serum neutralization.
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CUADRO 1.
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Distribucidén de la poblacién canina en el estudio de la eva-

luacién de vacunas antirrdbicas CRL 17 + Al(OH)3 y CRL 2%

Normal, Aldea El1 Milagro, Masagua. Escuintla. Guatemala,
1989,
Distribucién poblacidén canina Numero Porcentaje Numero Porcentaje
pPerros Perros
1. Perros no inmunizados - - 38 8.94
2. Perros inmunizados - - 387 91.06
2.1 Investigados 197 46.00 - -
2.2 No investigados 190 45,00 - -
Poblacion total -~ - 425 100.00

CUADRO 2. Distribucién de los 387 perros inmunizados en

el estudio de

evaluacién de las vacunas antirrabicas em la Aldea El Mila-

gro, Masagua, Escuintla. Guatemala, 1989.

PP P Nimero ) Nﬁiero :
Distribucion poblacion canina perros Porcentaje Perro- Porcentaje
1. Perros investigados - - 197 50,90

1.1 Vacuna CRL 2%
Normal 99 25,58 - -
1.2 Vacuna CRL 1% +
Al(OH)3 98 25,32 - -
2. Perros no investigados - - 190 49.10
Total de perros inmunizados - - 387 100.00




CUADRO 3: Distribucidn por grupb etario y sexo de los 197 perros inmuni-
zados, Aldea E1 Milagro, Masagua. Escuintla. Guatemala, 1989
Machos Hembras
Grupo ; Total
3-11 1 -3 mayores 3-11 1 -3 mayores
meses afnos 3 afios meses anos 3 anos
Grupo 1
Vacuna
CRL 27 12 31 9 20 23 4 a9
Normal :
Crupo 2
Vacuna - :
CRL 1% 21 28 5° 14 26 4 98
+ Al(OH)3 ' .
Total 33 59 14 34 49 8 197
91

106

611




CUADRO 4: Resultados del titulo final de anticuerpos antirrabicos detectados por la
prueba de CIE a los 30, 60 y 90 dias con Vacuna CRL 2% y CRL 1% +
Al(OH)B. Aldea El1 Milagro, Masagua. Escuintla. Guatemala, 1989.
Dias post- 0 30 60 90
vacunaclion
Tléﬁ" /1:2 1:2 1:5 | /1:2 1:2  1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 | /1:2 1:2 1:5 1:10 1:20 | /1:2 1:2  1:5
Vacuna CRL _
2% Normal |[98.08 0 1.92| 41.46 24.39 14.63 9.76 9.76 0 0 65.31 20.41 8.16 4.08 2.04 | 79.31 20.69 O
Porcentajes ‘ : _ . |
-
Pogitivos ‘
Totales 51/52 0 1/52{ 17/41 10/41 6/41 4/41 4/41 0O 0 32/49 10/49 4/49 2/49 1/49 | 23/29 6/29 O
Dias post- !
post 0 30 60 90 |
vacunacion
Titulo 1,99 1.2) s1:2 1 : 10 1: :40 1:80 | /1:2  1:2  1:5 1:10 1:20 | /1:2 1:2 1:5 1:10
CIE [1:2 1:2) /1: 2 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 [ /1: : : : /1: : : :
Vacuna CRL . - . ‘
%?;H;‘ Mor. [100 0 | 6.38 6.38 14.90 36.17 25.53 6.38 4.26 | 36.00 28.00 24.00 8.00 4.00 | 52.78 33.33 11.11 2.78
centgjes | '
Positivos ‘ ' :
Totales 42/42 O | 3/47 3/47 7/47 17/47 12/47 3/47 2/47 | 18/50 14/50 12/50 4/50 2/50 | 19/36 12/36 4/36 1/36 ’
ota




CUADRQ 5:

Rango de anticuerpos circulantes contra Rabia obtenidos con la prueba

de CIE, a los 0, 30, 60 y 90 dias postvacunacidén con CRL 2% Normal y

Positivos/Totales

3/47

CRL 1% + AL(OH) 3e Aldea El1 Milagro, Masagua. Escuintla. Guatemala,
1989, '
Dias postvacunacidn 30 60 90
Titulo CIE f1:2 1:5 [1:2 1:2-1:20 [1:2 1:2-1:20 _LI:Z 1:2
Vacuna CRL 2% Normal 98.08% 1.92 41.46 58, 543# 65.31 34.69 79.31 20.69
Positivos/Totales 51/52 1/52 17/41 24/41 32/49 17/49 23/29 6/29
' Dias postvacunacién 30 60 90
Titules CIE [1:2 1:2 /1:2 1:2-1:80 [1:2 1:2~1:20 [1:2 1:2-1:10
Vacuna CRL 1% + Al(OH)3 100 0 6.38 93.62#* 36.00 64.00 52.78 47.22
42/42 0 44/47 "18/50 32/50 19/36  17/36

#  Porcentaje

#* Porcentaje Promedio

121




CUADRQ 6-

‘l

Determinacidén del Titulo final de anticuerpos antirrabicos detectados por la prueba

de Contrainmunoelectroforesis en perros inmunizados con Vacuna CRL 2% Normal. Relacio-
nando Grupo etario y sexo. Aldea El Milagro, Masagua. Escuintla. Guatemala, 1989.
Ttulos 30 Dias 60 Dias 90 Dias
' CIE 3-11 neses 1-3 afies |A3 afios |3-11 meses 1-3 afios N3 aﬁos 3-11 meses 1-3 afios | N 3 anos
H M| e I | wlm] a | m!] § M | H{ M H| M| #] M| BH|M
J1:0 |15 | 4/5)6/10|5/15 | 1/20 0 | .48 | 7/7|10/32| 10719 | o} O} 3/4|3/4| 5/7|11/13| 1/1|2/2
. 204« | .go| 60 [33.3] 50 o | 50| 100| 83.3| s52.6| 0f 0 75| 75| 71.4 | 84.6| 100 100
1/5 | 0 |3/10]sS/15)1/2|1/5| 2/8} o | 2/12] 6/19| 0 )1/2) 1/4|1/4| 2/7| 2/13] O | O
1:2 19 0ol 30 [33.3} s0| 20| 25| o | 16.7) 31.6]| o} so} 25| 25|28.6] 15.4] o | o
2/5 /5] o {2/715) o]1/15| 2781 o© 0 1/19| o] o olo] o 0 ol o
15 1w 20 0 [13.3] o] 20] 25| o | o 5.3/°0] o olo|l of o ofo
10 | 178 oo twis{ofas] o of o 2/19| o} o o]l o] o 0 o] o0
20° o]o |67/ 0]l4] o] o o 105 0| o o]l o]| o 0 o| o
0 o {1/10|2/15| o (/5] o 0 0 o | ol12 ool o 0 0] o
1:20 1 ¢ o 10 {133 0ofl2] of o] o o |o]lso] o]o] o] o oo
0 olo o [olo] of o] o o |ofo olo| of| o} oo
1:40 1 ojo o |olo] o]l o] o o {ofo ojof o o | oo
0 olo o [olo}] o] of o 0 ol o olol o o | o!lo
1:80 4 olo |o [olo]| o} of o o o]o ojlol of o oo
Totales | s|w |15 |2]s| 8| 7| 12] 19]0]2 sl af 7| 13 1] 2
sueros | g :

# Positivos/Totales

¥*# Porcentajes

[AA|




Determinacidén del Titulo final de anticuerpos antirrabicos detectados por la

CUADRO 7:
prueba de Contrainmuncelectroforesis en perros inmunizados con Vacuna CRL 1%
+ Al(OH)3. Relacionando Grupo etario y sexo. Aldea E1 Milagro, Masagua, Es-
cuintla. Guatemala, 1989. '
Titulos 30 Dias 60 Dias | . 90 Dias
CIE 3-11 meses 1-3 afios {A3 afios -|3-11 meses 1-3 afos 33 afios |3-11 meseés 1-3 afios |A3 afios
H M| H | M H] M| H M H M H| M H M H M H | M
/ 1:2 1/10¢| 0 | O /14 /1] 0 | 3/7 | 4/10{ 6/12 | 5/16 | O | O }5/6 |4/5 (7/1013/11| O | O
- 0%t o0 | 0 7.1]100] o0 {42.8| 40| s0 | 31.3{ 0] 0 |83.3] 80| 70 |27.370 | O
1:2 1/10 | 1/8{1/11| © o o 2/7] 1/10] 3/12] 6/16 | 0 {2/3 | 1/6 | 1/5 | 2/10| 4/11 |2/2 |2/2
10 12,51 9.1| 0O o o025 10| .25 | 37.5| 0]66,7|16.7| 20 | 20 | 36.4 | 100 | 100.
1:s 1/10 | 2/8 {1/11|2/14{ o] 1/3| o | 3/10| 3/12 | 4/16 [1/2|1/3 | © o |110]|3/11] 0| o0
: 10 25 { 9.1|14.3| 0{33.3] 0 | 30| 25 25 |50 {33.3] © 0 10 |127.3] 0 {0
1.0 § 4710 3/8la/ntanal ol 1/3)1/7 | 2/10] o o {1/2f0 fo (o | o liijo]o
40 137.5136,3[28.5| 0 [33.3]14.3 | 20| O o [so]| o 0 0 0 9.1{ 0 | O
1:20 ) 1710 | 184/t {6/14f o | 173§ 1/7 ) 0 0 1/16 { 0 O 0 0 0 0 0| o
10 [12.536.3(42.8] 0 |33.3{16.3 | © 0 6.3{ 01} 0O 0 0 0 o oo
~1a0 170 [ w8f o sl o) o) o] o | o o folo Jo lo o {o |o}o
10 {12500 L7157 0f ol o} o 0 o fofo Yo oo 0 oo
e | M| o jufo fojo]lojo o |o |ofo o jojo o |o}o
10 | 01} 9.1|0 o] o] © 0 0 0 0jo 10 0 0 0 o | O
Totales | 8 {11 | 1| 1| 3| 7| w] 12| 16|23 ]e6 |s |w]|wun]|z2]2
sueros . . -

" # Positivos/Totales

¥% Porcenta jes

£Cl




CUADRO 8: Distribucién por subgrupos de los 28 perros revacunados con los dos tipos
de Inmundégeno, cinco meses después de aplicada la Vacuna de Referencia.

Aldea E1 Milagro, Masagua. Escuintla. Guatemala, 1989.

:

l"'

Vacuna Vacuna ~ Perros Perros
Referencia Refuerzo Revacunados Porcentaje Sangrados Porcentaje
Inicial 15 dias postvac.
"Subgrupo A
CRL 2% 7 25.00 -7 25.00
Grupo 1 Normil 0
CRL 2%
Normal -
Subgrupo B .
CRL 17 8 28.57 7 25.00
+ AL(OH)4
Subgrupo C :
CRL 27 21.43 T4 14.28
Grupo 2 Normal °
CRL 1Z ,
+ Al(OH)4
Subgrupo D :
CRL 1% 7 25.00 5 17.86
+ AL(OH)3 - :
Total 28 23 82.14

100.00

el
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Determinacién del titulo final de anticuerpos antirrdbicos detecta-

CUADRO 9:
dos mediante la prueba de CIE, en perros revacunados con CRL 2%
Normal y CRL 1% + Al(OH)3, cinco meses dequés de haber sido in-
munizados. Aldea E1 Milagro, Masagua. Escuintla. Guatemala, 1989
Vacuna Titulos
Referencia Refuerzo CIE Porcentajes Positivos/Totales
Inicial ’
/ 1:2 0 0/7
1:2 0 0/7
Subgrupo A 1:5 28.57 2/7
CRL 2% 1:10 42.86 3/7
Normal 1:20 14.28 1/7
1:40 14.28 1/7
1:80 0 0/7
Grupo 1 .
CRL . 2% 1:160 0 0/7
Normal / 1:2 0 0/7
1:2 28.57 2/7
Subgrupo B 1:5 -28.57 2/17
CRL 1% 1:10 14.29 1/7
+ Al(OH)3 1:20 28.57 2/7
1:40 0 0/7
1:80 0 0/7
1:160 Q 0/7
/ 1:2 0 0/4
1:2 0 0/4
Subgrupo C 1:5 25.00 1/4
CRL 27 1:10 0 0/4
Normal 1:20 50.00 2/4
1:40 25.00 1/4
1:80 0 0/4
Grupo 2 )
CRL 1% 1:160 0 0/4
+ AL(OH), / 122 0 0/5
1:2 20.00 1/5
Subgrupo D 1:5 0 0/s
CRL 1% 1:10 '40.00 2/5
+ Al(OH)3 1:20 0 0/5
1:40 20.00 1/5
1:80 0 - 0/5
1:160 20.00 1/5
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CUADRGQ 10: Coeficiente de Correlacién (r) de los titulos obtenidos en 22 sueros
de perros inmunizados con los dos tipos de vacunas, detectados por
las Pruebas de Contrainmunoelectroforesis y Sueroneutralizacién en

ratones. Aldea El1 Milagro, Masagua. Escuintla. Guatemala, 1989,

No. ~ FPruebas 1COIE 1§N | ARueScttaada
Sueros CIE v | w2 e P
109 1:20 1:186 4.3 3.2 | 3.4
118 1:10 1:38 3.3 2.3 | 3.0
125 1:2 1:11 1.0 | 1.5 2.2
137 1:5 1:54 2.3 2.5 2.7
143 1:10- 1:191 - 3.3 3.3 3.0
150 1:20 1:103 4.3 2.9 3.4
153 1: 1:6 1.0 1.1 2.2
403 1: 1:70 2.3 2.6 2.7
405 1: 1:21 1.0 1.9 2.2
410 1:5 | 1:282 2.3 | 3.5 2.7
417 1:20 1:188 4.3 3.3 3.4
433 1:10 1:240 | 3.3 3.4 3.0
434 1:2 1:13 1.0 1.6 ' 2.2
437 1:10 1:32 3.3 2.1 : 3.0
441 1:5 1:625 |- 2.3 3.9 2.7
443 1:2 1:56 1.0 2.5 | 2.2
451 1:5 1:422 | 2.3 3.8 | 2.7
454 o 1:5 1:45 : 2.3 2.4 2.7
477 1:5 1:625 2.3 3.9 2.7
492 1:20 | 1:260 | 4.3 3.4 | 3.4
555 1:2 1:48 1.0 2.4 2.2
555 1:5 1:56 2.3 2.5 | 2.7

n = 22

Recta Ajustada:
r = 0.55237 : |
¥y = a+bx
a = 1.7979 :

1.7979 + 0.3731 x
b = 0.3731
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CUADRO 11: Coeficiente de Correlacién (r) de los titulos obtenidos en 38 sueros
de perros inmunizados con los dos tipos de vacunas, detectados por
las pruebas de Contrainmunoelectroforesis y Sueroneutralizacién en

ratones. Aldea El Milagro, Masagua. Escuintla, Gﬁatemala, 1989,

No. Pruebas CIE SN Recta
Sueros |. CIE SN 1282 1385 AJuggada
104 / 1:2 1:5 0 1.0 1.9
105 [ 1:2 1:11 0 1.5 1.9
109 1:20 1:186 4.3 3.2 3.4
118 1:10 1:38 3.3 2.3 3.0
125 1:2 1:11 1.0 1.5 2.2
137 1:5 1:54 2.3 2.5 2.7
140 / 1:2 1:13 0 1.6 1.9
141 7/ 1:2 1:13 0 1.6 1.9
143 1:10 1:191 3.3 3.2 3.0
144 [ 1:2 1:8 0 1.3 1.9
146 [ 1:2 1:45 0 2.4 1.9
147 J/ 1:2 1:25 0 2.0 1.9
147 7 1:2 1:17 0 1.8 1.9
150 T 1:20 1:103 4,3 2.9 3.4
152 / 1:2 1:38 0 2.3 1.9
153 1:2 1:6 1.0 1.2 . 2.2
158 / 1:2 1:56 0 2.5 1.9
401 [ 1:2 1:11 0 1.5 1.9
403 1:5 1:70 2.3 2.6 2.7
405 1:2 1:21 1.0 1.9 2.2
410 1:5 1:282 2.3 3.5 2.7
415 / 1:2 1:48 0 2.4 1.9
417 - 1:20 1:188 4.3 3.3 3.4
418 /[ 1:2 1:56 0 2.5 1.9
433 1:10 1:240 3.3 3.4 3.0 |
434 1:2 1:13 1.0 1.6 2.2 |
437 1:10 1:32 3.3 2.2 3.0 |
441 1:5 1:625 2.3 4.0 2.7
443 1:2 1:56 1.0 2.5 2.2
443 / 1:2 1:55 0 2.5 1.9
451 1:5 1:422 2.3 3.8 2.7
454 1:5 1:45 2.3 2.4 2.7
472 L 1:2 1:10 0 1.4 1.9
476 7 1:2 1:17 0 1.8 1.9
477 1:5 1:625 2.3 4.0 2.7
492 1:20 1:240 4.3 3.4 3.4 |
555 "1:2 1:48 1.0 2.4 2.3 |
555 1:5 1:56 2.3 2.5 2.7
I
- 38 , o |
. 0.66857 Recta Ajustada: ' ;
a = 1.8630 Sy T athx
T o318 y = 1,8630 + 0.3518 x




CUADRO 12:

Distribucibén de las 205 lecturas efectuadas en la prueba de Contrainmunoelectroforesis

a los 30, 60 y 90 dias postvacunacién cen CRL 2% Normal, de acuerdo al grupo etario vy

"sexo. Guatemala, 1989
T4tulos 30 dias 60 dias 90 dias
CIE 3-11 meses 1-3 anos | 3 afos | 3-11 meses 1-3 afnos 3 anos 3-11 meses 1-3 afios 3 anos Total
. H M H M || M H M H M H M H | M H M H M
/[ 1:2 1 4 6 511 o 4 7 10 10 0 0 3 3 5 11 2 73
1:2 2 0 6 102 2] a o | 4 12 1o | 2 9 2 4 | .4 0 56
1:5 6 3 0 6 | 0 3 6 0 0 3 0 0 0 0 0 |0 0 27
1:10 A 0 0 & |0 8| 0 0 0 8 0 0 0 0 0 | o 0 24
1:20 0 0 5 10 |0 s 0 0 0 0 0 5 0 0 0 {0 0 . 25
1:40 0 0 0 olol o} o 0 0 0 o |6 0 0 o |o 0 0
1:80 0 0 0 olo o]l o 0 0 0 0 0 0 0 0 |0 0 0
13 7 17 35 |3 | 18| 14 7 14 | 33 0 7 5 5 9 |15 15
Total . :
| Lectu- 20 52 21 21 47 7 10 24 34 205
ras . ,
93 75 37




CUADRQ 13: Distribucién de las 358 lecturas efectuadas en la prueba de Contrainmunoelectroforesis
a los 30, 60 y 90 dias postvacunacién con CRL 17 + Al(OH)B, de acuerdo al grupo etario
y sexo. Guatemala, 1989.

77T

30 dias ' 60ldias 90 dias

Titulos 3-11 meses | 1-3 afios \3 afios |3-11 meses 1-3 afios |\ 3 afos 3-11 meses | 1-3 afios |y 3 aios Total
CIE H M | B | M | B |M]|H M H |-M H | M H | .M H | M | H M

/1:2 1 o] o | 1]|1|o0of 3 A 6 5 o| o 5 4 713 0 0. | .40
1:2 2 2 2.l olo] ol 4 2 6 12 o | & 2 2 4L | 8 4 4 58
1:5 3 6 360l 3l o 9 9 12 3131(.0 ol 31 9 0 0 69
1:10) 16 | 12 } 16 |16 | 0| 4| 4| 8 | O 0 410 0 0 ol 4| ol o 84
1:20| 5 s |2 |3 |o]s]| 5 o] o 5 1 0,10 0 0 010 0] 0| 75
1:40 | 6 6 ol e6|lo]lol ol of o o| o] o] o o| olo ] o o] 18
1:80 7 0 7| o0ojofo] o 0 0 o] oo 0 0 o|] o] o 0 14

40 31-| 48 | 59| 1 [12] 16| 23 | 21 3 | 7|7 7 6 | 14 |24 A B

Total 7 | 107 13 39 55 14 13 38 .8 358

Lectu- - - ‘ ' ‘

ras 191 108 . 59




CUADRQ 14:

130

Resumen de las 438 pruebas de Contrainmunoelectroforesis en los

perros inmunizados, las 71 pruebas comparativas con SN y las 563 lec

turas efectuadas en la presente investigacién. Guatemala, 1989.

p—t
.

Sueros sanguineos caninos -estudiados para detectar la presencia inmu-

nogamaglobulinas antirrébicas mediante la prueba de Contrainmunoelec-

troforesis (CIE)

1.1 Antes de la vacunacién (0 dias)-
.Vacuna CRL 2% Normal , S
Vacuna CRL 17 + Al(OH)3 ————

1.2 Después de la vacunacidn (30, 60 y 90 dias)
Vacuna CRL 2% Normal R
Vacuna CRL 17 + Al(OH)3 R

52
42 94
121
133 254

1.3 Revacunacidn cinco meses después de inmunizados

Vacuna CRL 2Z Normal
Vacuna CRL 1% + Al(OH)3 e

1.4 Ampliaciones de la prueba de Contrainmuno-
electroforesis (CIE) para determinar titu-

lo final

11
12 23 371

67

1.5 Total de pruebas de CIE efectuadas

438

k]

2. Sueros sanguineos investigados mediante las pruebas de CIE y Suero~
neutralizacién en ratones (SN)
2.1 Total de sueros con titulo ~—————oemmmme 38 (53.522)
2.2 Total de sueros sin titulo 33 (46.487)
2.3 Total de pruebas CIE y SN —————— 71
3. Total de lecturas obtenidas por la prueba de'CIE!

3.1 Vacuna CRL 2% Normal
3.2 Vacuna CRL 1% + Al(OH)B' e
3.3 Total de Lecturas

205 (36.41%

- 358 (63.59%)

563
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- Ministerio de Salud Piiblica y Asistencia Social,
Departamento de Zoonosis.

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Departamento de Microbiologia. USAC.

Oficina Sanitaria Panamericana,

OPS/0OMS,
FICHA 1: Investigacibn sobre Evaluacién
de las Vacunas Antirrébicas:

1. CRL 2% Normal

2. CRL 17 + Al(OH)4
Propietario:
Direccidn:

Identificacidn del perro
Nombre: Edad:
Color: Raza: 7 Sexo:
Tamafio: .
pequeifio ' mediano . grande

Otras Caracteristicas:

Fecha de Vacunacidn:

Sangrias:

60 dias

90 dias

Fecha:
Fecha:
Fecha:

Fecha:

Tipo de Vacuna:

No. Lote:

Titulo de CIE:

" Titulo de CIE:

Titulo de CIE:

Titulo de CIE:

Profesional Responsable

oy
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Ministerio de Salud Piblica y Asistencia Social,
Departamento de Zoonosis,

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Departamento de Microbiologia. USAC.

Oficina Sanitaria Panamericana,
OPS/0OMS .

FICHA 2: Investigacidn sobre Evaluacién

de las Vacunas Antirrébicas

CERTTFICADO DE VACUNACION
Aldea El Milagro, Masagua, Escuintla.

No.
Nombre del perro:
Raza: Color: ' Sexo:
Eda&g'
3 - 11 meses 1 - 3 afos "+ de 3 afios
Tipo de Vacuna: ' Lote:

Propietario:

Direccién:

Fecha de Vacunacidn:

Vacunador Oficial

-

gﬂ!@-’ﬁl%ﬂﬁm’m #, §4P (42105 0% SIAT
Fihlintaor O a~tiom




: CRAFICA 1: Porcentaje del titulo fina} de anti-
' cuerpos antirrdbicos detectados por la |
'prueﬁa de CIE a los 30 dias postvacuna-
cién en los perros iﬁmuniié&ps;_ Aldea
El Milagro,'MéSégﬁa: ‘éscd{ntla;‘gGua—'i'
témala, 1989, ‘ - .




GRAFICA 2:
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Porcentaje del titulo final de anti-
cuerpos antirrébicos detectados por

la prueba de CIE a los 60 dias post-

- vacunacibén en los perros inmunizados.

~ Aldea El Milagro, Masagua. Escuin-

tla. Guatemala,-1989.




135

GRAFICA 3: Porcentaje del titule final de anti-

cuerpos antirribicos detectados por
la prueba de CIE a los 90 dias post-
vacunacién en los perros inmuniza-
dos. Aldea El1 Milagro, Masagua. Es-

' cuintla. Guatemala, 1989.
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GRAFICA 4: Porcentaje de los titulos de anticuer-
| cuerpos antirrdbicos detectados ' por .
- la prueba -de CIE a los 30, 60y 90
dias en los perrosinmunizados con Va-
- cuna CRL 2% Normal. Aldea -Fl1 Milagro,

Masagua. Escuintla. Guatemala; 1989,




GRAFICA 5:
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Porcentaje de los titulos de anti-

cuerpos antirrdbicos detectados por

. la prueba de CIE a los 30, 60 y 90

dias en los perros inmunizados con

-~ “Vacuna' CRL 1%+ AL(OH),. Aldea EL

; 'hMilagr‘o', .‘fvlasag'ﬁ_a,'
... +temala, 1989, -
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GRAFICA 8: Porcentaje de titulos de anticuerpos antirra-
. bicos obtenidos por.la prueba de CIE a-1los 60 . °
. dias postvacunacién con CRL 2% Normal, en los.
. diferentes. grupos etarios. Aldea El Milagro,
' Masagua. Estuintla. Guatemala, 1989, .
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GRAFICA 10:




. GRAFICA 11:
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Porcentaje de' titulos de anticuerpos antirra-
bicos obtenidos por la prueba de CIE a los 90
dias postvacunacién con CRL 1% + Al1(OH),. En
los diferentes grupos etarios, Aldea El1 Mi-

‘lagro, Masagua. Escuintla. Guatemala, 1989, .
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- GRAFICA 12: Porcentaje del titulo final de anticuerpos an-
' ©tirrdbicos detectados por la prueba de CIE en
- perros inmunizados inicialmente con Vacuna 2%
Normal, Grupo 1 y revacunados a los cinco me~
ses con CRL 2%_NormaI(Subgrqu,A)y_CRL'IZ'+
A1(OH)> (Subgrupo B)., Aldea EL Milagro, Masa-
. gua, Escuintla. Guatemala, 1989, =




GRAFICA 13: Porcentaje del Titulo final de anti-
cuerpos antirrdbicos detectados por
la prueba de CIE en perros inmuniza-
dos inicialmente con Vacuna CRL 1%

. _+ A1(OH)s, Grupo 2 y revacunados a los
: . cinco meses con CRL 27 Normal (Sub-
BN . ' grupo C} y CRL 1Z A1+(OH), (Subgrupo
- D). Aldea El1 Milagro, Masagua. Es-
cuintla, Guatemala, 1989.
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GRAFICA 15: Porcentaje del titulo final de anti-
cuerpos antirrébicos detectados
por la prueba de CIE en perros inmu-
nizados inicialmente con Vacuna
CRL 2% Normal (Grupo 1) y CRL 1%
+ AL(OH)s (Grupo 2); revacunados
a los cinco meses con CRL 1% + Al

- (OH): (Subgrupc B y D). Aldea EI1
Milagro, Masagua, Escuintla. Guatg-

mala, 198G,
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GRAFICA 16: Regresidén lineal de los valores obtenidos con

las pruebas de Sueroneutralizacién en ratones.
y Contrainmunocelectroforesis en 22 sueros ca-
ninos inmunizados contra Rabia. (AIndica.dos
puntos superpuestos). y = 1.7979 + 0.3731 x.
Coeficiente de Correlacién r = 0.55.
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GRAFICA 17:

Regresidn lineal de los valores obtenidos con
las pruebas de Sueroneutralizacién en ratones
y Contrainmunoelectroforesis en 38 sueros ca-
ninos inmunizados contra Rabia. (A= 2;m= 3
puntos superpuestos). y = 1.8630 + 0.3518 x.
Coeficiente de Correlacién r = 0.67.
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