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Con el ohjeto de conocer, en el ganado boyino, la duracién de la inmunidad conferida por la
vacuna antirrabica cepa “ERA”, se expusieron a virus rabico patégeno bovinos que habian sido vacu-
nados con uno y dos afios de anterioridad, obteméndose los siguientes resultados:

Bovinos
Tiempo después vacunados
de la vacunacion vivos/muertos
1 afo 15/0
2 afios 13/2

Bovinos
sin vacunar o de
vivos/muertos proteccion
3/11 100
1/12 86

Se discute la notable elevacion de anticuerpos observada en los animales vacunados después de

la exposicion al virus rabico patdgeno.

Existen diversas técnicas de laboratorio pa-
ra poder evaluar la efectividad de diferentes
tipos de vacunas antirrdbicas (OMS, 1967).
Sin embargo, aiin no se conoce la técnica mas
apropiada para evaluar las vacunas elabora.
das en cultivos celulares, como es la vacuna
cepa “ERA” (Abelseth, 1964) ; por lo tanto,
en el presente trabajo se discutiran los resul-
tados obtenidos a partir de la exposicién, con
virus rabico patégeno, en bovinos vacunados
con uno y dos afios de anterioridad. Técnica
que aunque coslosa, consideramos la mas 16-
gica y efectiva para poder evaluar la capaci-
dad protectora de una vacuna,

La vacuna cepa “ERA” se prob6 de esta
forma por Abelseth (1967), sélo que en esa
ocasion se utilizé un aislamiento de virus ra-
hico hecho a partir de glindulas salivales de
zorra.

! Resultados del primerc y segunde afic de
pruebas realizadas dentro del Proyecto de Inves-
tigacion sobre Rabia Paralitica (MEX 16 FAOQ),
programa cooperativo de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Ali-
mentacion (FAO) y la Secretaria de Agricultura
v Ganaderia a través del Instituto Nacional de
Investigaciones Pecuarias, SAG., Km. 154 Ca-
rretera México-Toluca, Palo Alto, D. F.

2 Proyecto MEX 16 FAO,

3 Instituto Nacional de Investigaciones Pecua-
rias, SAG.
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Con el objeto de complementar los estudios
realizados y eliminar el concepto de que por
posibles variaciones antigénicas de los virus
rabicos prevalentes en las distintas regiones
de América, la vacuna cepa “ERA™ tuviera
ciertas limitaciones en su uso, se procedié a
realizar este estudio en el que se utilizé como
cepa de exposicién un aislamiento de virus
rabico, obtenido a partir de glandulas saliva-
les de vampiro. Ademas, se realizé un estu-
dio seroldgico del efecto de la exposicién en
los animales vacunados, en comparacién con
los testigos no vacunados. El presente articu-
lo comprende los estudios realizados los dos
primeros afos de duracién del experimento,
el cual fue disefiado a cuatro afios.

Material y métodos

Bovinos. Se escogieron 120 vaquillas de la
raza Angus * adquiridas en zona libre de mur-
cielagos hemat6fagos y durante el estudio
fueron mantenidas en un rancho ubicado en
la misma zona, ® con excepcién del momento
de la exposicién o desafio con virus patégeno,
en que fueron llevados a los locales del Ins-

4 Donados por los laboratorios Connaught.

5 Rancho Experimental “La Campana’’, perte-
neciente al Instituto Nacional de Investigaciones
Pecuarias. Apartado Postal 682, Chihuahua, Mé-
xico,
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tituto Nacional de Investigaciones Pecuarias

en Palo Alto, D. F.

Todo el lote de vaquillas fue adquirido en
el mismo rancho y las edades fluctuaban entre
O y 11 meses, se mantuvieron en observacién
durante un mes y se procedié a vacunar 60
animales, dejando 60 como testigos sin vacu-
nar; los grupos de animales fueron escogidos
al azar y aretados para su identificacién.

Para los fines de este trabajo 15 animales
vacunados y 14 no vacunados se desafiaron
el primer afo, el segundo afio se expusieron
15 vacunados y 13 testigos,

Vacuna y vacunacion. La vacuna cepa
“ERA” fue recibida directamente de los labo-
ratorios CONNAUGHT, en su presentacion
comercial, que consiste en frascos de 10 dosis
liofilizadas y con diluyente adjunto. La va-
cuna se mantuvo en estricta refrigeracion has-
ta el momento de su aplicacion.

La vacunaciéon de las 60 vaquillas se rea-
liz6 el 13 de noviembre de 1968, para lo cual
se reconstituyd cada frasco en 20 cc de dilu-
yente y se aplicaron 2 ce por via intramuscu-
lar, en el anca de los animales, siguiendo las
recomendaciones del laboratorio productor de
la vacuna,

Virus de exposicion. De entre varias cepas
de virus rabico de campo, aislado del cerebro
v glandulas salivales de vampiros capturados
en diferentes zonas de la Repiblica Mexicana,
se escogid, por su alta virulencia, el aisla-
miento “V.319 GS” obtenido a partir de las
glandulas salivales de un murciélago Desmo-
dus rotundus, capturado el 15 del febrero de
1969 cerca del poblado de Estacion Vicente,
en el municipio de Acatlan de Pérez Figueroa
en el estado de Oaxaca, México.

Fijacién en ratones y titulacion de la cepa
de exposicion. Al ser aislada, la cepa tenia
un titulo por via intracerebral de 10° DLR
50/ml (Dosis Letales Ratén 509 por milili-
tro de inéculo) vy 10** DLR 50/ml por via
intramuscular. Debido al poce volumen del
inéculo procedente de las glandulas salivales
del vampiro y con objeto de estandarizar me-
jor la cepa, se procedié a dar 10 pases en ra-
tones de tres semanas utilizando la via intra-
cerebral. Se consider6 el décimo pase como
la semilla, macstra de la cepa de exposicién,
a partir d= la cual se preparé un decimo-
primer pase que se consideré como cepa de
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exposicion; la cosecha de cerebros provenien-
tes de los ratones del decimoprimer pase, fue
triturada y suspendida en una concentracién
al 209 en solucién salina, bufferada con
0.75% de bovoalblimina, quedando asi pre-
parada la cepa de exposicion. Esta suspen-
sién alcanzé un titule de 10™* DLR 50/ml
por via intracerebral, '

Titulacion en bovinos. Con el objeto de co-
nocer la dosis adecuada de virus por utilizar
en el desafio de log animales vacunados, se
procedié a titular la cepa de exposicion en
hovinos adultos, para lo cual se utilizaron 9
vacas divididas en tres lotes de 3 animales,
cada grupoe fue inoculado con una dilucién
diferente de virus; las diluciones fueron 1/5,
1/25 y 1/125 en las cuales habia 20 millones
de DLR;,, 4 millones de DLR;, y 800.000

DLR;, respectivamente.

Confrontacion de los bovinos vacunados y
testigos. La dilucién de virus apropiada para
la exposicién de los animales vacunados y
testigos, se aplicé en un volumen de 5 ml por
via intramuscular, inyectando 2.5 ml de indcu-
lo a cada lado del cuello. en los miisculos
paravertebrales; se escogio este lugar por ser
de mas facil acceso y ofrecer mayor seguri-
dad para la persona que inocula, asi como
también por existir una mayor similitud con
la via natural de infeccién, ya que la mayor
parte de las mordeduras que el vampiro in-
flige a los bovinos es en la tabla del cuello
(Arellano, Sureau y Greenhall, 1971).

“En la confrontaciéon descrita en el pre-
sente trabajo se intenté aplicar 2.000,000 de
DLR;, por bovino, buscandose en la titula-
cion de la cepa de exposicion; las titula-
ciones de control practicadas en el inéculo
inmediatamente después de la exposicion de-
mostraron que fueron aplicadas 1.000.000 de
DLR;;, a los 13 meses y 1.600.000 de DLR;,

a los 24 meses.

Observacion de los bovinos inoculados
Quince dias antes del desafio, los bovinos es
cogidos al azar para cada experimento fue-
ron transladados del Centro Experimental “La
Campana” a los corrales del Instituto Nacio-
nal dé Investigaciones Pecuarias en Palo Alto,
D. F., ambas localidades ubicadas en zona
libre de rabia paralitica o derriengue. Des-
pués del desafio, los bovinos fueron observa-
dos durante 90 dias, haciendo observacian
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clinica diaria, lectura de temperatura y mues-
treo para realizar estudios de patogenia
(Arellano, Sureau y Greenhall, 1971). Des-
pués de los 180 dias los animales vacunados
sobrevivientes se enviaron de regreso al Ran-
cho “La Campana”.

Necropsia y diagnostico. Los bovinos que
después de presentar sintomatologia de rabia,
murieron o fueron sacrificados en la fase
agénica, se sometieron a una necropsia com-
pleta. En todos los casos se tomaron varias
muestras del sistema nervioso central (tri-
gono olfatorio. cuerno de Amon, cerebelo y
bulbo). para confirmar el diagnéstico me-
diante la técnica de anticuerpos fluorescentes

(OMS. 1967).

Estudios serologicos después de la exposi-
cion. Todos los animales, vacunados y testi-
gos, fueron sometidos a sangrado para mues-

(20 millones de DLR,,) murieron 17 y 18
diag después de la inoculacién; los tres ani-
males inoculados con la dilucién 1/25 (4 mi-
llones de DLR;,) murieron 15, 17 y 23 dias
después de la inoculacion; por altimo, de las
tres vacas inoculadas con la dilucion 1/25
(800,000 DLR;,) sélo una murié, 29 dias
después de la inoculacién. De acuerdo con
estos resultados, se decidié utilizar 2 millo-
nes de DLR;, como dosis de exposicién, con-
siderando esta cifra como la adecuada para
evitar una sobredosificacién de virus,

Desafio de un ano. El 13 de diciembre de
1969. trece meses después de la vacunacién,
se expusieron con 1.000,000 DLR.,. 15 ani-
males vacunados y 14 testigos (Cuadros 2 y
3). Los 15 bovinos vacunados sobrevivieron
la exposicion (1009 de proteccién) mientras
que solo 3 de los 14 bovinos testigos sobre-

Cusbro 1

Titulacion de la cepa de exposicion en bovinos

Numero Animales Animales
animales Dilucion DI‘Rnn muertos sobrevivientes
3 1/5 20 millones 3 0
3 1/25 4 millenes 3 0
3 1/125 800.000 1 2

treo serolégico el dia de la exposicion y a
los 7, 14, 21. 30, 60 v 90 dias después de
la exposicién con virus rabico. En el desafio
realizado 24 meses después de la vacunacién,
los animales se sangraron, ademas de los dias
mencionados, los dias 2 y 4 después de la
exposicion, ,

Las pruebas de sueroneutralizacién se rea-
lizaron en ratones, segin la técnica recomen-
dada por la OMS (1967). usando como virus
la cepa CVS, proporcionada por el Centro de
Referencia de Rabia de la OMS. ¢

Resultados
Titulacion de la cepa de confrontacion en
bovinos. De los animales que se utilizaron

para titular la cepa de exposicion (Cuadro 1)
tres hovinos inoculados con la dilucién 1/5

¢ Instituto Wistar de Filadelfia, E.U.A.
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vivieron después de 180 dias de ohservacién
(78%¢ de morlalidad).

Desafio de dos arios. El 13 de noviembre
de 1970, después de 24 meses de haber sido
vacunados, se expusieron con 1.600,000 DLR;,
15 bovinos vacunados y 13 no vacunados
(Cuadro 2) de los 15 vacunados, 13 sobre-
vivieron y dos murieron de rabia debido a
la inoculacion (869 de proteccién). De los
13 testigos solamente uno sobrevivié y 12
murieron de rabia (92% de mortalidad).

De las muestras de sistema nervioso cen-
tral obtenidas a la necropsia de los bovinos
que murieron de rabia o fueron sacrificados
en fase agonica de la enfermedad, en todos
se logré confirmar el diagnéstico.

Relacion entre titulo de anticuerpos de los
animales antes del desafio y la mortalidad
observada. De los 15 hovinos que sobrevi-

TEenica PEcuaria



Cuabpro 2

Resultados del desalio en bovinos vacunados y testigos

| Fecha después

de la vacunarion Sobreviv./Total

VACUNADOS
% Proteccion

TESTIGOS
Sobreviv./Total % Mortalidad

12 meses

15/15
13/15

24 meses

100% 3/14 8%
86% 1/13 92%

vieron al desafio del primer afio, 14 tenian
titulo superior a 5 y uno tenia titulo de 3.

En el desafio de los 24 meses, los 13 bovi-
nos vacunados que sobrevivieron tenian titu-
los de anticuerpos superiores a 5; de los dos
animales vacunados que murieron, uno mostré
titulo de 9 y el otro nunca demostré tener ti-
tulo (Cuadro 4).

Ninguno de los animales utilizados como
testigos no vacunados demostré tener anti-
cuerpos en el momento del desafio (Cuadro
4).

3 meses; sin embargo, los titulos se man-
tuvieron muy arriba de como estaban antes
del desafio (Cuadro 4),

Uno de los animales vacunados que murié
en la exposicién de los 24 meses, presentd una
reaccion serolégica similar ya que tenia al
momento del desafio, un titulo de 9 y dos
semanas después alcanzé un titulo de 1/1000,
sin embargo, murié de rabia a las tres sema-
nas no obstante que tenia anticuerpos circu-
lantes con titulos de 1/3125.

El otro hovine vacunado que murié se com-

Cuapro 3

Fecha de mortalidad después del desafio

Tiempo de la

confrontacion Fecha de muerte de los bovinos
después de menos 14/30 :30/60 :60,/90 :90/180 Sobrevivientes Total de
vacunacien de 14 dias dias dias dias a 180 dias muertos
dias inoculados
Un afio
testigos 0 9 (649%,) 2 (149%,) 0 0 3 (22%) 11/14
Un afo
vacunados 0 0 0 0 0 - 15 (100%) 0/15
2 afios
testigos 0 19 (77.59:) 1 (7.5%) 1 (7.5%) 0 1 (7.5%) 12/13
2 afios
vacunados 0 2 (149) 0 0 0 13 (86%) 2/15

Reaccién inmunolégica después del desafio.
En la exposicion de los 13 meses, se observo
una elevacién de anticuerpos bastante consi-
derable en los 15 animales vacunados después
de 7 dias de exposicién. Estos titulos se man-
tuvieron altos hasta tres semanas del desafio,
disminuyendo paulatinamente al cabo de 2 y
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porto serolégicamente en forma similar a los
lestigos no vacunados; nunca desarrollé anti-
cuerpos y después de la inoculacién experi-
mental sélo alcanzé un titulo de 1/56 a la
tercera semana después de la exposicién,
Entre los 27 testigos no vacunados en los
2 experimentos, hubo nueve animales que
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Cuapro 4

Comportamiento serolégico de los bovinos vacunados y testigos después de la confrontacién

Tiempo después de Total de
la confrontacién 5 5-24 25-124 125-624 625-3125 3125 animales
BOVINOS VACUNADOS QUE SOBREVIVIERON
1 semana 0 0 B 10 8 6 28
3 semanas 0 0 8 8 10 0 28
3 meses 0 0 11 14 2 1 28
BOVINOS VACUNADOS QUE MURIERON (22 DIAS)

1 semana 0 0 1 0 1 0 2
3 semanas 0 0 1 0 0 1 2
BOVINOS TESTIGOS QUE SOBREVIVIERON
1 semana 3 0 0 0 0 0 4
3 semanas 3 1 0 0 0 0 4
3 meses 2 2 0 0 0 0 4
BOVINOS TESTIGOS QUE MURIERON
1 semana 23 0 0 0 0 0 23
3 semanas 8 12 1 0 0 0 211

1 2 bovinos murieron antes de las 3 semanas.

nunca desarrollaron anticuerpos antirribicos,
8 de ellos murieron y uno sobrevivié los 180
dias de observacién. Los otros 18 testigos
desarrollaron en algin momento anticuerpos,
pero el titulo nunca sohrepasé 1/25: de estos,
15 animales murieron y 3 sobrevivieron al
periodo de observacién. Es importante hacer
notar que ninguno de los animales testigos
desarrollg anticuerpos 7 dias después de la
inoculacién del virus, cosa que siempre se
ohservé en los animales vacunados (Cunadro

4).
Discusién -

Aunque no se ha establecido un estandar
para evaluar la eficacia de las vacunas an-
tirrabicas elaboradas en cultivo celular, para
los fines de este trabajo se decidié conside-
rar una vacuna como efectiva. si en la prueba
de exposicion sobrevivia el 809 de los ani-
males vacunados y moria por lo menos el
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80% de los testigos no vacunadas; en base
a este criterio, se puede decir que la vacuna
antirrabica cepa “ERA” es eficaz, por lo me-
nos por 24 meses, ya que tanto en el desafio
de los 13 meses como en el de los 24 meses,
mas del 809 de los animales vacunados so-
brevivieron y por lo menos el 809 de los
testigos murieron.

Se considera conveniente discutir mas am-
pliamente y en forma separada las dos expo-
siciones con virus rébico, ya que se obtuvie-
ron resultados con diferencias interesantes. En
la inoculacién experimental realizada 13 me-
ses después de la vacunacién, sélo se inoculd
a los animales del experimento con 1.000,000
de DLR.. lo que posiblemente dio como re-
sultado que solamente murieran 11 de los 14
(78%) bovinos testigos no vacunados de la
prueba.

En el desafio realizado en los animales 24
meses después de haber sido vacunados. se
inoculé con 1.600,000 DLR;, de virus riahico
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o sea 60'C mas dosis letales raton (DLR;,)
que en la exposicion de los 12 meses; este
hecho puede explicar que en la segunda inocu-
lacién experimental, realizada 24 meses des-
pués de la vacunacién, 2 de los 15 animales
vacunados hayan muerto de rabia pese a la
vacunacion. Es importante hacer notar que
estos 2 animales tenian los titulos de anticuer-
pos mas bajos del grupo de animales vacu-
nados (Cuadro 3).

Con respecto a la relaciéon entre el titulo
de anticuerpos de los animales antes del desa-
fio v la mortalidad observada como producto
del mismo. en el 96% de los casos, en que
el bovino vacunado presenta titulo de anti-
cuerpos detectables por la prueba de suero-
neutralizacion, el animal en cuestién estd pro-
tezido a una infeccién de virus rabico que no
sobrepase las dosis utilizadas en estos experi-
mentos (1.6 millones de DLR;;). Un mayor
niamero de experimentos de este tipo y un
amplio analisis estadistico de los mismos, po-
drian dar un método practico y muy valioso
para evaluar la eficacia de las vacunas anti-
rrabicas en bovinos, ya que conociendo el
indice de correlacion entre el titulo de anti-
cuerpos y la resistencia a la infeccion, bastaria
conocer el titulo de anticuerpos, para poder
determinar la eficacia de la vacuna usada.

U'n fenémeno interesante observado en el
presente experimento fue la notable elevacion
de anticuerpos que se produjo, en los anima-
les vacunados, a partir del séptimo dia del
desafio, en contraste con el grupo testigo no
vacunado, en el que al séptimo dia no se ob-
serv6 respuesta inmunolégica detectable y que
posteriormente ésta fue minima. Después de
la inoculacién experimental, el 100% de los
animales vacunados elevé considerablemente
el titulo de anticuerpos circulantes en la san-
gre, que en algunos casos fue superior a
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1/3125, por lo que se puede concluir que
cuando un animal estd bien inmunizado, la
exposicion que pueda sufrir a un virus rabico
de campo, en vez de perjudicarlo, actuaria
como un refuerzo haciendo que aumente su
inmunidad contra la rabia.

Summary

In order to know, in cattle, the duration
of immunity given by the ERA strain anti-
rrabic vaccine, cattle that had heen vaccinated
one and two years before, were exposed to a
patogenic virus strain, obtaining results as
follows:

Cattle Cattle
Time after vacunated non vacunated L2
vacunation survivals/ survivals/ protection
Deads Deads
1 year 15/0 3/11 100
2 years 13/2 1/12 86

Comments are made in relation with the
high antibody titters observed after challenge
among the vaccinated cattle.
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