
 

 

 

 

Téc. Pec. Méx. 32:1977 

PBOPOSICION DE UN ME'l'ODO EXPERIMENTAL PARA PROBAR 
LA POTENCIA PARA VACUNAS ANTIBBABICAS DE VIRUS VIVO 

MODIFICADO PRODUCIDAS EN CULTIVOS CELULARES 

B. LÓPEZ BAÑOS 1 

E. HERNÁNDEZ BAUMCARTEN 2 

Besumen 

Se compararon inmunológicamente cuatro cepas vacunales de origen de cultivos celulares: dos comer· 
ciales y dos experimentales, incluyéndose en la prueba una vacuna de referencia para propósitos de compa· 
ración. Se inocularon por vía intraperitoneal cuatro lotes de seis ratones de 21 días por cada dilución de las 
vacunas. Se efectuaron diluciones decimales de cada una de las vacunas y se inoculó con diluciones de 
10-', a 10-', dejando cuatro lotes de ratones testigos sin vacunar; se procedió a sangrar un ratón de cada 
lote y los cinco restantes se desafiaron a los 8, 12, 15 y 21 días posvacunación. 

Los desafíos se efectuaron por vía intramuscular con virus CVS previamente titulado y con una dosis 
capaz de matar al 80-100% de los testigos. Los índices máximos de protección observado• con cada cepa 
vacuna! fueron: 103.2 con cepa ERA, 106.2 con ERA, alto pasaje, 104-9 con cepa V-319 y 103.6 con cepa 
Mazatán. El título más bajo indica una mayor antigenicidad de la cepa. La cepa ERA original, Mazatán 
y V-319 fueron más antigénicas que la ERA, alto pasaje. 

La técnica aparenta ser apropiada como prueba de constatación para vacunas antirrábicas elaboradas 
en cultivos celulares. Se encontraron diferencias inmunogénicas entre las cuatro cepas estudiadas. Dado el 
bajo número de ratones sangrados en este experimento, uno de cada lote, los títulos de anticuerpos circu
lantes no constituyeron una valoración de la protección al desafío de los animales vacunados. 

En fecha reciente han empezado a surgir 
vacunas antirrábicas preparadas en cultivos 
celulares, que han demostrado tener mayor pu
reza y antigenicidad que las obtenidas con las 
mismas cepas de virus, pero propagadas en 
animales de laboratorio (Abelseth, 1964, 
1967a; OMS, 1973). Estas vacunas tienen la 
ventaja adicional de que los factores causan· 
tes de complicaciones posvacunales en el sis
tema nervioso central no existen, o por lo me
nos hasta ahora no han sido notificados, ha
biéndose utilizado estas vacunas en un número 
considerable de animales y personas (OMS, 
1973). 

También es sabido que entre diferentes ce
pas de virus rábico, fijas o adaptadas a culti
vos celulares, existe una marcada diferencia 
inmunogénica (Johnson, 1948; OMS, 1973). 
Estas diferencias hacen que algunas cepas va
cunales, aun teniendo un buen título, sean de 
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poco valor como vacunas tanto para uso hu
mano como Yeterinario. 

Las pruebas clásicas de Habel y NIH (Cen
tro Panamericano de Zoonosis, 1965; OMS, 
1973), que fueron desarrolladas para probar 
la potencia de vacunas tipo F ermi o Semple 
en animales de laboratorio, han sido de muy 
poca utilidad para probar la potencia de va· 
cunas de virus vivo obtenidas a partir de cul
tivos celulares. La prueba de potencia en cuyes 
da buenos resultados con vacunas preparadas 
en cultivos celulares. Tiene como desventajas 
el reducido número de animales que se em
plean, el alto costo de los cuyes y sobre todo 
la irregularidad de los resultados obtenidos en 
ellos. En la actualidad existen algunas vacu
nas experimentales obtenidas a partir de cul
tivos celulares y que han sido probadas en di
versas ~pecies animales, con resultadós que 
van desde excelentes hasta pésimos ( Abelseth, 
l%4, l967a, b) .• Es necesario contar con 
una prueba de potencia en animales de labo
ratorio que muestren una estrecha correlación 
con los resultados obtenidos en especies mayo-

• Larghi, Comunicación Personal. 
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res, para ser utilizada como prueba de consta· 
tación de los diferentes lotes de vacunas en su 
fase comercial de producción. Es decir, no se 
busca una prueba de potencia en animales de 
laboratorio que sustituya las pruebas en otros 
animales cuando se trate de vacunas nuevas, 
sino una prueba para la constatación rutina
ria de los lotes de producción de vacunas que 
ya han sido probadas mediante ensayos en ani· 
males de la especie para la que se recomienda. 

Material y métodos 

Las cepas de virus empleadas en este estu· 
dio fueron: * 

a) Cepa ERA de bajo pasaje. Esta cepa 
fue aislada y atenuada por Ahelseth ( 1964, 
1967a, b). La vacuna utilizada en el presen· 
te trabajo pertenece al lote 883-1. 

b) Cepa ERA de alto pasaje. Esta cepa se 
obtuvo del Instituto Wistar de Filadelfia, EE. 
UU., en donde ha sido desarrollada.** Se 
preparó un lote de virus para este trabajo. 

e} Cepa V-319/Acatlán. Este virus fue ais· 
lado y adaptado a cultivos celulares por Bijlen
ga y Hernández (1977a, b). 

d) Cepa Mazatán-558. Esta cepa fue ais
lada y adaptada a cultivos celulares por los 
mismos autores (Bijlenga y Hernández, 
1977a). Se preparó un lote de virus que se 
utilizó en este trabajo. 

La vacuna de referencia fue producida por 
la "Division of Biological Standards" del Na
tional lnstitute of Health (NIH) de Bethesda, 
Maryland, EE. UU., de donde se adquirió y 
fue reconstituida según las instrucciones ane· 
xas, con 8 ml de diluyente que acompañaba 
a la vacuna. El lote empleado fue el 179 y 
se utilizó durante el periodo de vigencia del 
mismo. 

Se utilizó virus rábico CVS como cepa de 
desafío, originalmente adquirido del Instituto 
Wistar de Filadelfia, EE. UU. Para la elabo
ración de la cepa de desafío se efectuaron 
cinco pases sucesivos en ratones, inoculando 
0.5 ml de CVS por vía intramuscular en el 
muslo y cosechando el cerebro. Esto se hizo 

• Los títulos de cada vacuna están indicados en 
el Cuadro l. 

• • Koprowski, Comunicación personal. 
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con la finalidad de obtener virus que infecta
ra con más regularidad los ratones por esa 
vía. El titulo del lote así preparado fue de 
105.8 DLM cuando se tituló por vía intracere
bral en ratones y de 101.8 DL50 cuando se ti
tuló por vía intramuscular. 

Prueba de potencia en ratones 

Con cada una de las cepas vacunales inclu
yendo la vacuna de referencia se hicieron di· 
luciones decimales de 10-1 a 10-'. Para las va· 
cunas comerciales se consideró como vacuna 
original o dilución cero, el volumen que resul
tó al reconstituir al volumen original dicha va
cuna y lo mismo se consideró con la vacuna 
de referencia. Se inocularon 4 lotes de 6 ra
tones blancos de 3 semanas de edad por cada 
dilución de las vacunas, con un volumen de 
0.1 ml por vía intraperitoneal. Se escogió esta 
vía porque se ha observado que los ratones 
adultos responden formando una buena inmu
nidad y no mueren como consecuencia de la 
inoculación (Granados, 1969; Maldonado, 
1967). Junto con cada lote de animales vacu· 
nados se incluyó un lote de animales de las 
mismas características, a los que se les inyec
tó con el mismo volumen por· vía intraperito· 
neal con medio de cultivo y se dejaron como 
testigos no vacunados. 

Una semana después de la vacunación se 
sangró por punción cardíaca un ratón al azar 
de cada dilución, y los ratones restantes de 
ese mismo lote fueron desafiados con 0.2 ml 
de la dilución 1 :20 de la cepa de desafío 
por vía intramuscular y fueron observados du
rante 21 días. La dosis de la cepa de desafío 

CuADRO 1 

Titulo de virus viable contenida en J.aa vactma.s 
utlllzadas para Inmunizar los ratones 

ERA (bajo pasaje)l 
V 3191 
ERA (alto pasaje)2 
MAZA TAN -5582 
VACUNA DE REFERENCIA 

1 Vacunu comerciales. 
• VacllliiUI expertmentalea. 

10li-9 UFP • 
108.0 UFP 
1Q8.4 UFP 
1()6.8 UFP 
1Q6.oDr.... •• 

• Unidades formador-u de placa por mllllltro. 
•• Titulo por mililitro del virus vacuna!. deter

minado en ratones de 21 dlas por vla lntracerebral 
antes de lnactlvar. 
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correspondió a 30 dosis letales, 50% para ra
tón, o sea la dosificación que mató al lOO% 
de los ratones no vacunados, sin incurrir en 
el exceso de virus de desafío. 

Se hizo lo mismo a los 12, 15 y 21 días des· 
pués de la vacunación con los demás lotes de 
ratones. Todas las manipulaciones de virus, 
sin importar la cepa, se efectuaron en refrige· 
ración, utilizando hielo escarchado. 

Por vía intracardíaca, con agujas del núme
ro 27, a cada ratón se le extrajeron 0.5 mi de 
sangre, la cual fue diluida inmediatamente en 
0.5 ml de solución salina fis~ológica estéril, 
dejándose en refrigeración a 4 e durante 24 
horas. Posteriormente, se centrifugaron los sue
ros a 1,500 rpm durante lO minutos, y se 
extra jo todo el sobrenadan te, el cual se con· 
sideró como suem diluido 1 :3, se inactivó en 
baño maría a 56 e durante 30 minutos y se 
guardó a - 20 e para su posterior estudio. 

El procedimiento que se siguió en la inter
pretación de los d.atos arrojados en el desafío 
de los ratones vacunados con cada cepa, a. 
diferentes tiempos posvacunación fue el si· 
guiente: 

lP = log. T 
Iog. DPso 

donde 

DP80 = log. Dil < 80 - (FC X log. RD) 

y 

FC = 80 - (P < 80) 
(P > 80 - (P < 80) 

Abreviaturas: 
IP = lndice de protección. 
T = Título de la vacuna expresada en 

unidades formadoras de placa por 
mi (UFP/ml). 

DP80 = Dosis que protegen el80% de los 
animales desafiados. 

FC = Factor de corrección (se calcula 
por el m é t o d o de Reed and 
Muench modificado por Pizzi) 
(1950). 

RD = Rango de dosis. 
Dil < 80 = Dilución que protege menos del 

80% de los animales desafiados. 
P < 80 = Protección menor de 80%. 
P > 80 = Protección mayor de 80%. 
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Resultados 

Los Cuadros 2 a 7 contienen los resultados 
de las vacunas estudiadas. Los resultados ex· 
puestos son valores promedio de dos pruebas, 
en la mayoría de los casos. En el Cuadro 1 
se expresan los valores de los títulos de las 
vacunas utilizadas. Los Cuadros 2 a 6 contie
nen resultados de seroneutralización y por· 
centaje de protección. El Cuadro 7 es un re· 
sumen de los índices de protección de las di
ferentes vacunas a distintos tiempos posvacu· 
nales. 

Discusión 

Aun cuando los títulos de virus de las va
cunas en estudio difieren grandemente entre 
sí (Cuadro 1), los resultados de las pruebas 
realizadas pueden compararse. Los índices de 
protección presentados (Cuadros 2 a 7) indi
can el número de unidades formadoras de pla· 
cas que constituyen una dosis capaz de pro· 
teger al 80% de los ratones. La de referencia 
es una vacuna inactivada preparada con virus 
fijo de rabia y, por tanto, los índices de pro· 
tección obtenidos con esta vacuna están ex· 
presados como el número DL50 para ratón 
que, después de la inactivación, es capaz de 
proteger al 80% de los ratones vacunados. 

Los resultados anotados en los cuadros co· 
rresponden al promedio de dos observaciones 
como mínimo. No se observaron discrepan
cias al repetir la misma prueba, por lo que 
se considera que los resultados reflejan la si
tuación inmunológica real de los ratones usa
dos en la misma. 

Si se toma el índice de protección observa
do con la vacuna de referencia a los 21 días 
(Cuadro 7) como base de comparación con 
las otras vacunas, se notará que: la vacuna 
ERA bajo pasaje y la vacuna V-319 se encuen· 
tran dentro de los limites de confianza al 90% 
de la vacuna de referencia, es decir, que pa· 
san la prueba de potencia. De las vacunas pro
badas, la única que dio un valor de protección 
a los 8 días, fue la vacuna V-319. A los 12 
días, la única que no dio un índice de protec· 
ción medible fue la ERA alto pasaje .. Los 15 
días posvacunación fue la fecha más tempra· 
na en que todas las vacunas arrojaron un índi
ce de protección, pero éste fue bajo. A los 21 
días la prueba dio sus mejores resulta<los. 

Los resultados obtenidos en pruebas de po· 
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tencia en bovinos por otros investigadores 
(Abelseth, 1964, Bijlenga y Hernández, 1977a, 
1977b), indican que ambas son buenas vacu· 
nas. Los resultados obtenidos con la cepa ERA 
alto pasaje, indican que se trata de una vacu
na que requiere una gran cantidad de unida-

des formadoras de placa para inmunizar ~ 
cuadamente a los animales y por tanto se 
considera que no es una buena vacuna. En 
este caso también, los resultados de estas prue
bas coinciden con los obtenidos por otros in
vestigadores en pruebas de potencia en bovi-

CuADRO 2 

Prueba de potencia en ratones de la vacuna ERA (bajo pasaJe) 

Tiempo deapués de la yaeu.uacl6a ea dlas 

8 1Z 16 u 

Dllaclone• SN • D •• SN D SN D SN D 

lQ-' 192 57.1 <12 90.9 12 80.0 192 100 
1Q-" <12 22.2 <12 66.6 >192 50.0 <12 72.7 
lQ-" <12 8.3 <12 30.0 <12 27.2 12 60 
lQ-' <12 o <12 15.3 < 12 7.6 < 12 22.2 

Testigo <12 o <12 o <12 o < 12 o 
1 p =o ••• 1 p = 104.5 IP = 10U 1 p = 1Q3.2 

UFP/ml UFP/ml UFP/ml 

• Seroneutrallzacl6n expresada como el antlloaarltmo de la dilución de suero capaz de 
neutralizar al 50% de las placas. 

•• PorcentaJe de animales protegidos al desafio con 30 DI.ot de virus de rabia CVS 
aplicado por vfa lntramu&Cular. 

••• Ninguna dilución protegió el 80% de los ratones desafiados. 
I P == Indlce de protección. 

UFP/ml Unidades formadoras de placa por mililitro. 

CuADRO 3 

Prueba de potencia en ratones de lal vacuna ERA (alto pasaje) 

Dlu despa& de la ~l6a 

8 u 16 21 

Diluciones SN • D •• 8N D SN D SN D 

1Q-' 96 70.0 192 75.0 >192 100.0 >192 88.8 
¡o-• >192 46.0 < 12 42.8 96 86.6 96 54.5 
lo-• <12 25.0 12 20.0 48 50.0 12 28.0 
¡o-• < 12 4.7 < 12 11.7 < 12 26.6 < 12 10.5 

Testigo < 12 3.8 < 12 4.5 < 12 5.5 < 12 4.1 

1 P = o••• 1 p =o 1 p = 1()5.2 I P = 1Q6.1 

• Seroneutrallzaclón, expresada como el antllo&arttmo de la dilución de suero capaz de 
neutralizar el l!O% de las placas. 

•• Porcentaje de animales protegidos al desafio con 30 DI.ot de virus de rabia CVS por 
vla lntramu&Cular. 

••• Ya que nJnguna dilución protegió al BO'JG, de loa ratones desafiados. 
I.P. = Indlce de protección. 
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DOS. • D caso de la cepa Mazatán es diferente 
ya que, según las pruebas, se trata de una 
buena cepa vacunal; sin embargo, los resul
tados preliminares de Bi jlenga y Hernández 

(l977a y 197íb), indican que no se trataba 
de una buena cepa vacunal. 

La correlación de las pruebas en animales 
de laboratorio, de las que aquí se informa, y 
los resultados en el campo con las cuatro ce· 
pas vacunales examinadas, es del 75%, lo cual • Larghi, Comunicación P eJ"SOnal. 
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CuADRO 4 

Prueba de potencia en ratone• de la vacuna V S19 

Tlempe despu6. de 1& Y&elUUiei6a eu dl&a 

8 u u u 

Dllaelonea SN • D •• 8N D SN D SN D 

10·' 48 100.0 48 88.8 >192 100.0 >192 100.0 
to--• <12 87.5 192 44.4 192 80.0 96 81.8 
10-• <12 42.8 <12 25 96 62.0 192 60.0 
1Q-' <12 10.0 <12 13.0 <12 25.0 <12 30.0 

Testigo <12 7.1 <12 5.5 <12 o <12 8.3 

I P = 101.8 I P = 1()1.8 I P = 106 I P = 104.9 
UFP/ml UFP/ml UFP/ml UFP/ml 

• Seroneutrallzaelón expresada como el antllogarltmo de la dilución de auero capaz de 
neutralizar el 50% de Ju plaeaa. 
Porcentaje de anlmalea protegldoa al desafio con 30 DL. de vlrua de rabia CVS ll"r 
vla lntramuaeular. 

I.P. = Indiee de protección. 
UFP/ml Unidades formadoras de placa por mililitro. 

CuADRO 5 

Prueba de potencia en ratones de la vacuna Mazatl1n-558 

8 n Ul Zl 

Dlludoaea SN* o•• SN D SN D SN D 

1Q--' >192 75.0 12 100.0 >192 93.0 >192 100.0 
lo-" >192 51.1 >192 100.0 >192 76.9 >192 100.0 
1Q--' 12 12.5 <12 62.5 24 70.0 >192 85.0 
lQ--' < 12 9 <12 33.3 < 12 22.2 12 60.0 

Testigo < 12 o <12 9 <12 8.3 <12 o. o 
IP = O .. • I P = lOU I P = 106 I P = 1()3.6 

UFP/ml UFP/ml UFP/ml 

• Seroneutrallzaclón expresada como el anUloaarltmo de la dilución de auero capaz de 
neutrallur el 50% de laa plaeaa. 

•• !;~r~~=~~~ea protegld01 al desafio con 30 DL. de Virus de rabia CVS por 

••• Ninguna dlluclón protegió el 8:>% de los ratones desafiados. 
1 P = lndice de protección. 

UFP/ml Unidades formadoras de placa por mililitro. 
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indicaría ya una prueba bastante confiable 
para la constatación de vacunas antirrábicas 
preparadas en cultivos celulares. El hecho de 
que la cepa Mazatán no haya sido examinada 
exhaustivamente, indica que su potencial co· 
mo cepa vacunal no es en realidad conocido. 

En los Cuadros 2 y 6 se presentan los da· 
tos de título de anticuerpos inhibidores de pla· 
cas detectado en un ratón de cada lote (Sed· 
wick y Wiktor, 1970) y el porcentaje de pro· 
lección conferido a los ratones. Podrá notarse 
que existe una diferencia entre la tasa de anti· 
cuerpos y el porcentaje de protección. La prue· 
ba de reducción de placas es más sensible que 
la prueba de seroneutralización en ratones 

(OMS, 1973); la mayor diferencia en los tÍ· 
tolos observados entre las dos pruebas (dos 
logaritmos de diferencia) ocurre en las pri· 
meras dos semanas después de la vacunación, 
y la menor diferencia (un logaritmo de di fe· 
renda) entre las dos pruebas ocurre de tres 
semanas en adelante. Esto podría ser debido 
a que la prueba de reducción de placas sea 
más sensible que la prueba en ratones para 
detectar anticuerpos tempranos (OMS, 1973) 
o al reducido número de ratones sangrados 
en cada lote. El primer tipo de anticuerpos 
producidos por un animal en respuesta a un 
estímulo antigénico, está constituido por ma· 
croglobulinas 19S (lgM) de alto peso molecu-

CUADRO 6 

Prueba de potencia en ratones de la vaeuna de referencia 

1 u 

DUueloneo SN • D •• SN D 

1o-• 
10-' <12 20.0 24 87.7 
1o-• <12 o. o 12 28.5 
1()-·• <12 0.0 <12 16.6 
1o-' <12 0.0 <12 11.7 

Testigo <12 0.0 · <12 10 

1 P = o••• 1 p = 108.9 
DL.o/ml 

11 

8N D 

12 92.3 
<12 80.0 
<12 66.6 
<12 44.4 
<12 11.1 

1 p = 1()3.0 
DLu/rnl 

u 

SN D 

>192 91.6 
192 58.3 

12 42.8 
<12 28.5 
<12 14.2 
<12 o 

1 P:::: 10U 
DL.o/rnl 

• SeroneutrallzaciOn, expresada como el antllogarltmo de la dllue!On de suero capaz de 
neutralizar el !IO'lG. de la8 placu. 

•• ~~~~~~ea protegidos al desallo con 30 W.. de virus de rabia CVS por 

••• Ya que nlncuna dilución protegió al 8091. de los ratones desallados. 

CuADRO 7 

Resumen del lndlce de proteool6D de cada una de laa cepaa probadaa 

CEPAS PBOBADA.S 1 DI.&B 

ERA (bajo pasaje) o 
ERA {alto pasaje) o 
V 319 1()4.8 
MAZA TAN- 558 o 
VACUNA DE REFERENCIA o 

• Unldadea tormadoru de placu por mililitro. 
•• LI>oo para ratón anteo de lnaetlvar. 
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U DI.&B U DI.&B 

1()3.4. 104.9 
o 10U 

105.8 1()6.0 
1()4.8 1()6 
103·• •• 1()3 .. 

S. A. R. H. 
~ ' • ""l . 

818L i 0 lE CA 

U DI.&B 

1oa.z 
106.1 
104-9 
1()3.8 
104·' •• 
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lar (1611 daltons) y de baja especificidad y 
avidez por el antígeno ( Gordon y F ord, 1972). 

El segundo tipo de respuesta inmune está 
constituido por anticuerpos 7S ( IgG) de me· 
nor peso molecular ( 2 X 10~ daltons), pero 
de mayor especificidad y avidez por el antí· 
geno. La depresión del índice de protección 
(aumento de UFP /ml capaz de proteger al 
80% de los animales) observado en todos los 
casos a los 15 días después de la vacunación, 
probablemente reflejó el cambio de inmuno· 
globulinas 7S. Aun cuando éste sea el caso, 
todavía se observan discrepancias entre la tasa 
de anticuerpos y el grado de protección obser
vado. Por lo anterior, se considera que la 
cuantificación de anticuerpos por el método de 
reducción de placas en el suero de ratones no 
es un índice confiable de la potencia de vacu
nas. Quizá la inmunidad celular juegue un 
papel más importante en la protección de los 
ratones contra el desafío virulento (Hemán
dez, 1976). 

Cabría preguntarse por qué no se extiende 
el periodo posvacunal a más de 21 días. Las 
razones para no hacer esto son varias: el ra
tón es un animal muy precoz y de vida muy 
corta. Si se extendiera el período de inmuni
zación, existe el peligro de trabajar con ani
males viejos y su respuesta inmune estaría con
dicionada más por la edad que por la calidad 
del antígeno. Además, la susceptibilidad del 
ratón por vía intramuscular (u otra vía extra
neutral) a la rabia disminuye con la edad 
(Koprowski, 1948). La cantidad de virus ne· 
cesaria para el desafío aumenta por semanas, 
Uegando el momento en que el título de virus 
en el lote de desafío sería insuficiente para 
matar aun a los controles no vacunados. El cos
to de la prueba de constatación aumenta con· 
siderablemente con periodos más largos, no 
sólo por concepto de alimentación y cuidado 
a los animales, sino también por el mayor es
pacio de trabajo necesario para contener una 
gran población de ratones en estudio. 

Por último, es de notarse que la prueba usa
da en este estudio fue capaz de detectar dife-
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rencias en la inmunogenicidad de las cepas 
estudiadas. La cepa ERA bajo pasaje fue la 
más inmunogénica, seguida por la Mazatán; 
en tercer lugar, la cepa V-319 y la menos in· 
munogénica de las cepas estudiadas fue la cepa 
ERA alto pasaje. 

Sommary 

This work was conducted in order to es
tablish the experimental basis to develop a 
new method that could be used as a potency 
test to evaluate tissue culture live antirrabic 
vaccines. Also the immunogenicity of two 
e o m m e r e i a l tissue culture vaccines and 
two strains of rabies virus adapted to tissue 
culture were compared. A reference vaccine 
was included in the test. Four batches of 6 
mice were intraperitoneally vaccinated with 
each of the strains of rabies virus being tes· 
ted. The mice used were 21 days old white 
swiss. The viruses tested were diluted tenfold 
from 10-0 and a lot of mice were vaccinated 
with each dilution. Four hatches of uninocu}a. 
ted mice were left as controls. One mouse 
from each dilution was bled at 8, 12, 15 and 
21 days after vaccination and the rest of the 
mice were challenged on those same dates. 
The challenge was conducted by intramuscular 
route with a previously titrated CVS with 
enough virus to kili 80-100% of controls. The 
protection indexes observed were 1()3·2 with 
ERA strain, 106.1 with ERA high passage, 
104.9 with strain V-319 and 103·4 with Maza· 
tán strain a lower logarithm in protection in
dex means a more antigenic strain. The ERA, 
Mazatán and V-319 proved more antigenic 
than ERA high titer. The technique seems 
adequate as a quality control test for tissue 
culture vaccines. There were significant dife
rences in the immunogenicity of the four 
strains studied. Given the low number of mice 
bled, the antibody titers do not constitute a 
vaüd prediction of the beha ... ior of the mice to 
challenge. 
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