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Resumen

Se efectud la prueba de vacunacién, con desafio a tres afios, de ls vacuna comercial Alurabiffa.

Se utilizd un lote de 30 vaguillas Hereford sero negativas a rabia. Se vacunaron -diex con una dosis
completa, diez con un décimo de dosis y diez quedaron como testigos sin vacunar. Se tomaron muestras
de suero parm la evaluacién seroldgica de la vacuna a los 0, 7, 28 y 42 dias, a los 3, 6-¥ 9 meses y a une,
dos y tres afios después de la vacunacién, asi como a los 16 y 32 dias después del desafio.

El desafio se efectud a log tres afioz con cinco millones de dosis letales 50% para el ratén. En una
prucha previa de titulacién, se determiné que ésta era la dosis que mataba al 100% de los animales, sin
incurrir en ¢l exceso de dozis de desafio. La vacuna protegié al 100% de los animales que recibieron una
dogis completa, al 88% de los animales que recibieron un décimo de dosis ¥y log animaler testigos mu-

rieron en un 100%. En conclusién, la vacuna resulto ser adecuada para la proteccién del ganado vacuno

contra el derriengue hasta por tres anos.

El grave problema que la rabia paresiante
transmitida por murciélagos vampiros {Des.
modus rotundus), representa para la ganade-
ria de México (Valdez y Atristain, 1964;
Johnson, 1948) y Latincamérica (Malaga,
1959; Pawan, 1936; Acha, 1968), requiere
cada diz, con mayor urgencia, de productos
biolégicos que sean eficientes en la produc-
cion de una inmunidad duradera, asi como
seguros en su aplicacion, En la actualidad,
se tiende a la produccion de biolégices que
contengan antigenos lo mas' puros posible y
que generen una respuesta inmunologica du-
radera y especifica. Las vacunas antirribicas
han logrado esto por medio de los métodos de
produccién en cultivos celulares de diversos
origenes (Kissling, 1958; Brown, Merry y
Brechenhauer, 1973). En México existen en
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el mercado varias vacunas antirrihicas de vi-
rus modificado que se producen en cultivos
celulares. Por otra parte, también esti dis-
ponible la vacuna Alvrabiffa que es una va-
cuna inactivada y que fue el objeto del estudio
que aqui se notifica.

La vacuna Alurabiffa fue desarrollada por
el Instituto Mérieux, en Francia, por Peter-
mann et gl. (1967) a partir de una cepa fija
de virus de rabia (cepa Pitman-Moore), adap-
tada a células WI-38 en el Instituto Wistar
de Filadelfia (Fernandez, Wiktor y Koprows-
ki, 1963). La -cepa viral fue adaptada en el
Instituto Mérieux a la linea celular NIL.IT
derivada de embrién de hamster (Cricetus
aureus) completo (Dimmond, 1967). El pro-
ceso de produccién ha sido notificado por
Petermann (1971). La vacuna puede presen-
tarse liofilizada sin adyuvante, liquida con
adyuvante a base de hidréxido de aluminio,
con adyuvante oleosoc o bien con Saponina,
siendo estable antigénicamente en presencia
de todos esios compuestos quimicos (Peter-
mann, 1971}, La estabilidad antigénica de
la vacuna ha sido ensayada por medio de la
prucba del National Institute of Health de
Estados Unidos (NIH), en ratones (Selig-
mann, 1973), después de tres afios mantenida
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a 4°C, ‘después de una semana y también
después de un mes a 37°C. La presentacién
de la vacuna en México es en forma liquida,
completamente inactivada, filtrada, absorbida
a hidroxide de aluminio y Saponina {como
adyuvantes).

El criteric de evaluacién de vacunas an-
tirrdbicas para bovinos que se sigue actual-
mente en el Instituto Nacional de Investiga-
ciones Pecuarias, ha sido desarrollado a partir
de experiencias previas en el proyecto {Are-
llano, Sureau y Batalla, 1971; Sureau, Arella-
no y Batalla, 1971; Arellano et al. 1971}, asi
como por criterios internacionales sugeridos
por la Oficina Sanitaria Panamericana (Fuen-
zalida y Larghi, 1972).

El método consiste en vacunar un lote de
10 hovinos vy dejar un grupo igual de test-

gos sin vacunar. El desafio se efectia uno o

varios afios después de la vacunacién, con

una dosis de virus virulento capaz de matar .

al 80% de los testigos. Para que una vacuna
se considere adecuada, ésta deberd de prote-
ger por lo menos al 80% de los animales
vacunados. La vacuna Alurabiffa habia sido
ensayada en bovinos hasta por 17 meses con
buenos resultados (Petermann, 1969).

Material y métodos

Vacuna. La vacuna empleada fue la Alu.
rabiffa del sublote N* 1 que formd parte del
lote N? 8 comercial, con un titulo antes de
inactivar d¢ 10™® y un indice de proteccién
de 9.6 en comparacion con el lote 178 de va-

cuna de referencia NIH * {Seligmann, 1973).

Animales experimeniales. Se investigaron
serologicamente 30 bovinos de raza Hereford
{hembras), de un afio de edad, procedentes
de una zona libre de rabia. La investigacién
serolégica se efectué por medio de la prueba
de seroneutralizacion (Atanasiu, 1973) en
ratones. Los resultados fueron negativos a an-

“ticuerpos rabicos en diluciones 1:2 y 1:5 en

todos los animales,

Vacunacidn, Los 30 animales seleccionados
para la prueba se subdividieron en tres gru-
pos. El primer lote de 10 bovinos fue vacu-
nado con una dosis completa por via intra-

! La vacuna Alurabiffa fue
Rhodia Mexicana, SA.
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proporcionada por

| muscular, El segundo lote de 10 bovino:s fus

vacunado con un décimo de dosis de la va-
cuna diluida en solucién salina hasta comple-
tar el volumen original de la vacuna (2 ¥
aplicada también intramuscularmente. Fl ter-
cer lote de 10 bovinos no fue vacunado, que-
dando como grupo testigo. Todos los animales
del experimento fueron sangrades con el fin
de obtener sueros 2 los 0, 7, 28 y 42 dias, asi
como & los 3, 6, 9 y 12 meses después de la
vacunacion. '

El desafic de los animales se efectud a los
tres. afios después de la vacunacién, El mues-
treo serolégico se continué efectuando anual-

mente hasta una semana antes del desafio, asi . -

como a los 16 y 32 dias después de éste.
Muestras de todos los sueros fueron enviadas
al Instituto Mérieux para comprobaciones adi-
cionales, a solicitud suya.

Cepa de desafio. Se emples la cepa de
vampiro 5562/6bc IM que Eabia sido’ some-
tida a seis pases seriados por via intramuscu-
lar en becerros y fue titulada en bovinos
adultos a fin de seleccionar la dosis que ma-
tara al 80-100% de los bovinos testigos en el -
desafio. El titulo de la cepa en ratones fue de
1085 DLyo/ml por via intracerebral en rato-
nes de 21 dias,

La dosis empleada fue de 5X 10? DL ra.
ton 5 por bovino, ajustada a un volumen de
20 ml y aplicada en los miisculos maseteros
en ambos ladds, utilizande 10 ml de inéculo
por lado. Despnés del desafio se mantuvieron
en observacion los sobrevivientes durante tres
meses y se dio por terminado el experimento.

Prueba de seroneuntralizacion. Se efectud en
ratones blancos de 21 dias (Atanasiu, 1973),
utilizando para ello entre 20 y 100 DL;, de
virus CVS, Se consideraron seropositivos aque-
llos que dieron un titulo igual o superior a 1:5.

Resultados

Los resultados de las pruebas de seroneu-
tralizacicn se ilustran en log Cuadros 1 y 2,
con dosis completa y con un décimo de dosis
respectivamnente. Ninguno de los animales tes-
tigo desarrollé anticuerpos durante el tiempo
que durd el experimento.

El 100% de los animales que recibieron una
dosis completa de vacuna, tenia anticuerpos

Tecnica PECUARIA



Cuapro 1

Resultados de seroneutralizacién en bovinos vacunados con una dosis completa
de vacuna alurabiffa

Tiempo de eangrado después de la i6
Animal
No. 7 28 42 20 180 1 2 3
Diag Dian Dian Dias Dias Aho Afos Afios

956 125t >0626 194 >625 66 66 18 162
957 478 >625 255 125 16 47 13 <125
058 74 >625 3 125 . 281 56 5@ 23 <126
959 >625 >0625 >625 >3 125 6 025 >1 202 72 2 300
960 05 >625 478 >3 126 389 125 23 83
961 »125 »>625 625 189 66 56 41 <125
962 32 >625 1 261 1200 56 9 =

063 8 > 625 >02b 126 77 56 18 <125
064 16 >625 346 205 58 11 3 <126
966 >625 >025 825 4 073 870 204 956 419

1 Reciproco del titulo de seroneutralizacién, en todos los datos anotados en la tabla.
% Resultados de seroneutralizacién del Instituto Mérieux,
® Murié el animal de Intoxicaclén en la pastura (negativo a rabla),

antirrdbicos detectables una semana ués
de la vacunacién (Cuadro 1), en tanto que el
70% de los animales vacunados con un dé-
cimo de dosis desarrollé un nivel de anticuer-
pos igual o superior 2 1:5, 28 dias después
de la vacunacidn.

De los resultados de la titulacion de la cepa

de desafio se informara por separado, pero
para los propésitos de esta publicacién, la
dosis empleada fue aquella que maté al 100%
de los animales de la titulacién, es decir
5x 10¢ dosis letales para el ratdn, La siguiente
dosis empleada en la titulacién fue de 1}( 108
dosis letales para el raton y maté al 40% de

Cuapro 2

" Resultados de soroneutralizacién en bovinos vecunados con un décimo de dosis
de vacuna alarabiffa

Tiempo de sa do después de Ia vi i
Animal

Ne, 7 28 42 90 180 1 2 3

Dias Dias Dias Dias Dinn Adlo - Afios Aftos
0945 <t 25 37 120 7 8 7 18
046 <5 11 7 14 <H =3
947 <5 <b <5 <5 11 <b 4 <25
948 <5 5 13 12 10 <5 0 <25
949 <b <b <5 13 11 5 3 <25
850 <5 8 13 44 20 <b <7- <25
951 <b 12 5 37 66 11 3¢ <25
952 <5 5 32 <5 77 25 6 <25
963 <5 5 11 12 47 47 <7 11
954 <b 13 25 13 47 25 6 <25

1 Reciproco del muio de seroneutralizaclén, en todos los datos anotados en el madro
® Resultados de seroneutralizacién del Instituto Mérleux.
2 Murlé el animal de timpanismo (negativo a rabia).
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CuADRO 3

Resultados del desafio, con cinco millones de dosis letales para el ratén, efectuado
tres afios después de 1a vacunacién, usando la cepa de desatio 5562/@be-IM %
de origem de vampiro

Animale Animale. Po 3
Lote muertoslu aobmvtinv?e;tea de m?m)zn Total
Dnais completa 0 9 100 g
Un décimo [ 8 88 9
Testigos 8 g 0 &
Total 9. 17 - \ 26

1 Muertes especificas de rabla. Todas ias muertes ocurtleron entre el dla 14 y el 26 después

del desafio.
nltima muerte especifica de rabila.

los animales, lo cual indica que la dosis em-

_pleada es la minima que maté al total de los
enimales sin incurrir en una dosis excesiva
de virus de desafio.

Debido a muerte de animales durante el
curso del experimento, se desafiaron nueve
animales del primer grupo, vacunado con una
dosis completa, nueve del segundo grupo, va-
cunado con un décimo de dosis y ocho ani-
males del grupo testigo. Uno de los animales
murié de timpanismo y tres de intoxicacion
por un lote de pasture contaminado con plan-
tas toxicas que se adquirié comercialmente
durante la época de invierno. El total de ani-
males desafiados tres afios después de la va-
cunacion fue de 26.

Los resuliados del desafio se anotan en el
Cuadro 3. Del primer lote no murié ningin
animal: del segundo grupo murié un animal
y del lote ‘testigo murieron los ocho animales
desafiados. La mortalidad del lote testigo fue
del 100%, lo que indica gque se traté de un
desafio vélido. '

La proteccién del primer grupo fue del
100% vy del segunde del 88%. Los primeros
gintomas de rabia empezaron & los 11 dias
después del desafio y se caracterizaron por:
salivacion excesiva, lagrimeo, incoordinacién
del tren posterior, parilisis de los misculos
linguales, fiebre, taquicardia y muerte. La to-
talidad de las muertes especificas de rabia
ocurrieron entre los 14 y 26 dias después del
desafio. Todos los animales muertos durante
¢l experimento, tanto antes como después del
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animales ge mantuvleron en observacion durante dos meges después de la

desafio, fueron sometidos 2 una necropsia. Los
cerebros de los animales que resultaron ne-
gativos a inmunofluorescencia fueron inocu-
lados por via intracerebral en ratones, a fin
de determinar si la causa de la muerte era
rabia o alguna otra. Un animal con el niimero
de identificacion 948 murié 50 dias después
del desafio, de aparente timpanismo y tam-
bién este animal resulté negativo & rabia des-
pués de efectuarse las pruebas descritas. Los
resultados de la seroneutralizacién efeciuada
con los sueroz obtenidos a loz 16 y 32 dias
después del desafio se anotan en el Cuadro 4.
En los animales vacunados, el desafio actud
como dosis de refuerzo ya que todos respon-
dieron con altos titulos de anticuerpos, en
tanto que los testigos no desarrollaron niveles
detectables de anticuerpos.

La mayoria de las muestras de suero en-
viadas al Instituto Mérieux se perdieron o se
echaron a perder en el transporte. Sélo oca-
sionalmente se recibieron lotes de suero con
una persona gue los llevaba consigo. La mues-
tra de suero de dos afios de la vacunacion
ge termind, debido a que fue necesario re-
petir varias veces la prueba de seroneutra-
lizacién, Por este motivo se incluyen en los
cuadros los resultados del Instituto Mérjeux.
La aparente baja de la tasa de anticuerpos se
debe a las condiciones en que fue efectuada
la prueba en Francia, pero aun asi es atil en
el sentido de que los animales se mantenian
positivos (titulo de SN igual o superior a 1:5)
o negativos, segiin el caso.

TEcN1cA PECUARIA
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Discusién

Bajo las condiciones de esta pruebs, la va-
cuna Alurabiffa resulté adecuads para pro-
teger al ganado bovino contra el derriengue.
La respuesta obtenida a los siete dias de la
vacunacién con una dosis completa (Cuadro
1) indica que el 100% de los animales tenia
anticuerpos detectables a esta fecha tan tem-
prana. Esta observacion es valiosa en si mis-
ma, ya que por ello convierte a Alurabiffa en
la vacuna de eleccion para emplear en los
sitios en donde estd ocurriendo un brote acti-
vo de derriengue. La estabilided térmica de
la vacuna por otra parte la hace apropiada
para su aplicacién en sitios de dificil acceso
en donde no siempre es posible mantener la
vacung en refrigeracion. '

La mortalidad del 100% de los animales
testigos indica gque se trata de .una prueba
valida en la que se efectué un desafic severo
pero no excesivo, tal y como era el propésito

" de esta prueba.

Los animales vacunados con una dosis com-
pleta fueron protegidos en un 100% tres afios
después de la vacunacién, Los animales que
recibieron un décimo de dosis guedaron pro-
tegidos en un 88% {un nivel de proteccion
aceptable) después de tres afios de la vacu-
nacién (Cuadro 3).

Bajo las condiciones de este experimento,
la proteccién conferida por la vacuna puede
predecirse con un cierto grado de confianza
con base en los resultados de seroneutraliza-
cién. Sélo dos animales entre 18 vacunados
{11%) se comportaron en forma distinta de

la esperada. La vaca N° 947 no mostré anti-

cuerpos detectables en su suero més gue a los
180 dias con un titulo de 1:11, es decir que
siempre mantuve un titulo muy bajo de anti.
cuerpos ¥, sin embargo, sobrevivié al desafio
(Cuadros 2 y 4). La vaca N? 953, por otra
parte, mostré titulos detectables de anticuer-

s a partir de los 42 dias y, sin embargo, su-
cumbié al desafio virulento (Cuadros 2y 4).

Este tipo de fenémeno ya ha sido obser-
vado (Arellano, 1974), lo cual es mas fre-
cuente con vacunas de virus modificado pre-
paradas en cultivo de tejidos, de donde se
desprende que todas las vacunas preparadas
- con estos métodos de produccién deban ser
sometidas a una prueba critica similar a la
que nos ocupa y no es suficiente con saber
el nivel de anticuerpos inducidos por las mis-

TecNica PECUARIA

mas. Arellano {1974) sefialaba que es pro-
bable que la inmunidad celular juegue un
papel importante en la proteccién contra la
rabia. Si este fuera e} caso, la évaluacion de
la inmunidad humoral detectada con las prue-
bas de seroneutralizacién no tendria mas valor
que el de una mera indicacién de calidad de
una vacuna, sin constituir una prueba defi-
nitiva.

De los resultados obtenidos en el presente
trabajo, con la vacuna Alurabiffa, se. despren-
de que es una vacuna adecuada para la pro-
teccién antirrabica del ganado bovino durante
tres afios, ya que aun la décima parte de la
masa antigénica de la misma confirié un nivel
aceptable de proteccién a los tres afios.

Cuapro 4

Resaltados de seroneutralizacién después
del desafio con la cepe 5562/6bc-IM
de origen de vampiro

Tiempo de sangrado después del desaiio
Animal No.

16 dias 32 dfas
966 > 1251 €31
957 281 < 125
958 > 825 331
959 > 626 13,940
960 > 625 > 625 Una dosis
961 GO0 281
963 280 281
964 480 281
985 >3125 125
0945 — 1413
047 >3125 331
948 218 1202
949 > 625 380 ;
960 > 625 1950 0.1 dosin
951 > 625 1413
952 > 825 1660
953 457 murié?
954 418 173
200 < 10 murié?
891 murié?
802 < 10 murid?
893 < 10 murié?
896 muric? Testigos
807 < 10 murig*
808 < 10 murié*
8949 murié?

1 Reciproco del titulo de seroneutralizacién en
todos los datos Gel cuadro.

# Muerte especifica de rabla.
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~ Summary

A vaccination trial with challenge after
three years was conducted. The vaccine tested
was the commercially available “alurabiffa”
vaccine. Thirty Hereford heifers serum-nega-
tive to rabies were nsed. Ten received one
complete dosis of vaccine each. Ten received
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