ESTUDIO SOBRE UN INTENTO DE ANAFILACTOGENESIS E INMUNOGENESIS
DE LA VACUNA V 318 EN PERROS.

RESUMEN

En vista de las posibilidades de
provocar choque anafilactico en perros,
al utilizar para vacunarlos la cepa V-319
(Acatlan) en un principio elaborada
para bovinos, se seleccionaron cinco
perros de la raza Beagle, libres de
anticuerpos contra la rabia, adultos
machos y en buenas condiciones de
salud, se les hicieron sangrados perio-
dicos mensuales y a cada animal se le
vacuné durante 10 meses (una dosis
vacunal individual por mes). Antes y
después de vacunarlos se determinaron
sus constantes fisiologicas (tempera-
tura, frecuencias cardiaca y respirato-
ria} a lo que siguié un periodo de
observacion de dos horas, después. de
lo cual se volvieron a registrar las
mismas constantes. De la sangre
recolectada se obtuvo el suero para ser
analizado por la prueba de seroneutrali-
zacion en ratdbn de 21 dias. Los
resultados indicaron que, no obstante
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los alergenos puedan ser de muy
variada composicién y especifica con-
tra rabia, el contenido total de la
vacuna no produjo choque anafilactico
durante las 10 vacunaciones y que el
titulo de anticuerpos aumenté en-
progresion logaritmica.

INTRODUCCION

La rabia es una enfermedad infecciosa
gque afecta en forma natural o experi-
mental a todos los animales de sangre
caliente.

Esta enfermedad es causada por un
virus con afinidad por el sistema
nervioso central y otros érganos dentro
de los cuales las glandulas salivales
juegan un papel clave en la transmision
de esta entidad nosolégica (Tierkel,
1975). El agente causal es un virus
perteneciente a la familia Rhabdoviri-
dae, género Lysavirus, del que es virus
tipo (Mathews, 1982. :

Las bases para la prevencion de la
rabia fueron establecidas por Pasteur
(1882, pero la primera vacuna suscep-
tible de aplicacion masiva fue la
fenolada de Fermi y modificada por
Semple (Atanasiu, 1974),
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El primer ensayo de campo de la
vacuna fenolada fue efectuado por
Umeno, durante un severo brote de
rabia en Tokio de 1918 a 1920 (Steel,
1967) . El siguiente paso importante en
la evolucion de las vacunas antirrabicas
fue el desarrolio de una vacuna de virus
vivo modificado por pases sucesivos,
primero en pollitos de un dia y después
en embriones de polio (Koprowsky y
Cox, 1948, Kissling (1958) fue el
primero en desarrollar el virus rabico en
cultivo primario de criceto (Cricetus
auratus} y luego elabordé una vacuna a
partir de cultivos celulares.

Después han seguido numerosas y
exitosas vacunas antirrabicas a partir
de diversas cepas de virus rabico
(Abelseth, 1964).

Las vacunas preparadas en cultivos
celulares deben carecer de elementos
externos no regulables, asi como de
los propios y asegurar su inocuidad
(Atanasiu, 1974; Arellano, 1970; Keith,
1975; Hernandez y col., 1976) .

Lavacuna antirrabica V-319/Acatlan
es preparada en cultivos celulares de la
linea BHK 21 135 y fue desarrollada en
México a partir de una cepa de
murciélago vampiro (Desmodus rotun-
dus), (Bijlenga y Hernandez, 1981,
1984).

Antes de este trabajo se habia
estudiado la posibilidad de provocar
choque anafilactico en ganado inmuni-
zado con vacuna elaborada en embrion
de pollo, (Arellano y col.,, 1970.
Después se hizo un estudio con la cepa
vacunal antirrabica de origen vampiro
V-319, en 20 bovinos inmunizados con
una dosis en forma repetida (de 8 a 10
veces) con intervalos mensuales (Are-
llano ycol., 1975.

Con la cepa V-319 también se han
realizado trabajos de extincion antigé-
nica (Hernandez y col. }, de inocuidad
y respuesta serolégica en bovinos
(Diereharts y col., 1974; Hernandez y
col., 1976; Lépez, 1974, en perros
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(Gonzalez, 1976, Hernandez, 1977;
Sagardia y col., 1982; Pérez y col.,
1981), gatos (Gonzélez y col., 1982 vy
ovicaprinos (Batalla y col., 1881).

La vacuna V-319 contiene pequefias-
cantidades de suero de bovino, residuo
del medio en que se cultivan las
células, ademas el antigeno, el medio
de cultivo, el estabilizador vy los
antibioticos. Al aplicar la vacuna en
otras especies distintas al bovino, pues
en esta quedd demostrado que no
producia choque anafilactico (Arellano
y col., 1975, existe la posibilidad de
que dicha entidad patoldgica se mani-
fieste a la revacunacién, provocada por
alguna de estas substancias (Fundem-
berg, 1978; Roitt, 1980; Rose y col.,
1979).

Dado que esta cepa se utiliza en la
actualidad con mucha frecuencia en
perros, donde ha probado ser una
vacuna eficaz, como se demuestra en
los trabajos de los autores antes
mencionados, y por haber sido en su
principio elaborada para bovinos, se
inicid este estudio con la finalidad de
determinar si la aplicacidn de la vacuna
V 319 (Acatlan) en la dosis recomenda-
da, era capaz de causar choques
anafilacticos a la revacunacion repeti-
da, como ocurre con otros productos
(Acksu y West, 1960; Auer y Lewis,
1911, 1912; Ishizaka, 1972. También
resulté de interés cuantificar la tasa de
anticuerpos producida con cada vacu-
nacion en forma continua, ya que sélo
se ha estudiado en forma discontinua
(Hernandez, 1977; Sagardia y col.,
1982; Pérez y coi., 1981}.

La anafilaxia aguda en el perro
empieza a manifestarse a los 10
segundos de aplicada la dosis desen-
cadenante y puede causar la muerte
una hora después. El mediador princi-
pal es la histamina y el tejido principal
de choque son las venas hepaticas. Los
signos que preceden a la muerte



incluyen vomito que llega a tomar
caracteristicas fecales, diarrea, prurito,
hipotermia, disnea, colapso, convul-
siones y muerte (Ishizaka, 1972; Fun-

denberg y col., 1978; Rose y col.,
1979).
MATERIAL Y METODOS

De una colonia de perros raza Beagle se
seleccionaron cinco machos adultos
con peso promedio de 12 kg., libres de
anticuerpos neutralizantes contra el
virus rabico y en buen estado de salud.
El grupo de cinco perros resulto ser el
mas homogéneo de los animales
disponibles. En la colonia los perros se
identifican mediante el tatuaje, los
utilizados en la prueba se aretaron con
los nimeros: 09,13,71,73y 75.

Cada animal sirvié como su propio
testigo antes de la iniciacion del
experimento, para la medicion de
temperatura corporal y frecuencias
cardiaca y respiratoria. La determina-
cién de estas constantes se realiz6é
siempre a la misma hora del dia.

Cada perro recibié un régimen de 10
vacunaciones, a razdén de una vacuna
por mes y por individuo.

Antes de ia vacunacién se determi-
naron las constantes fisiolégicas men-
cionadas, entonces se procedié a

vacunar y volver a registrar dichas:

constantes; a lo que siguié un periodo
de observacion de dos horas y la
medicidn de las constantes que se
consideraron indicativas de una reac-
cion sistémica indeseable. Se permitid
la coagulacion de la sangre colectada y
la retraccion del coagulo a temperatura
ambiente por 12 horas, para obtener
suero que se destind a pruebas de
seroneutralizacién. En estas pruebas
se emplearon ratones albino suizo cepa
CD1 de 21 dias.

El lote de vacuna empleado durante
todo el experimento procedié del lote
75-6 y se tituld por medio de la prueba
de placa {Corzo, 1974), la cantidad de

proteina se cuantifico por la técnica de
microkejdall (Cramton y Harris,1969).

-La prueba de seroneutralizacién en
ratones se efectudé de acuerdo a la
técnica recomendada por la Organiza-
cién Mundial de la Salud (Koprowski,
1976).

RESULTADOS

El lote de vacuna empleado en la
prueba did un titulo de 1072 unidades
formadoras de placa (Corzo, 1974). La
cantidad total de la vacuna reconstitui-
da tuvo un contenido proteinico de
1.083 mg/ml.

Las observaciones clinicas indica-
ron que los animales se mantuvieron
dentro de los limites fisioldgicos
normales {Cuadro 1 y Graficas1, 2y 3.
Durante el periodo de observacién de
dos horas, posteriores a cada vacuna-
cién mensual, no se detectaron altera-
ciones en la conducta y los valores de
la determinacion final de las constan-
tes fisiolégicas analizadas después de
la fase de observacion fueron muy
semejantes a las tomadas al principio.
Los cinco perros sobrevivieron hasta la
conclusién del experimento y aun
mucho tiempo después. La sangre
obtenida nunca mostré a lo largo del
experimento alteraciones en el meca-
nismo fisiolégico de la coagulacion, si
bien se obtuvo antes de la revacuna-
cion.

En el Cuadro 2 se anota la tasa de
anticuerpos neutralizantes del virus
rabico proveniente de las muestras de
sangre tomadas en la revacunacion
mensual. La tasa de anticuerpos en
cada uno de los perros alcanzé6 muy
pronto titulos de sueros hiperinmunes,
también se aprecia el promedio de
incremento logaritmico y los titulos
finales.

DISCUSION

El titulo del lote 75-6 de lavacuna V-319
(Acatlan) empleado en el experimento
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CUADRO 1.

PROMEDIO DE CONSTANTES FISIOLOGICAS DURANTE 10 MESES DETERMINADAS
MENSUALMENTE ANTES Y DESPUES DE VACUNAR CEPA V-319/ACATLAN A 5 PE
RROS BEAGLE.

e
- - FRECUENCIA CARDIACA FRECUENCIA RESPIRATO
£s FEMPERATURA °C  py:SACTONES POR MIN. RIA. -
o ' ' : —

>3 ANTES | DESPUES | ANTES | DESPUES | ANTES | DESPUES
Yo o7 Ya3 | Yz 2o T2

1 |38.6 . | 38.6 104 106 26 27
T.o3 * o5 Tae | faa ~tie | tag

2 |38.5 38.5 100 103 25 26
g * 06 Y38 | Y34 16| Yo

3 |38.4 38.4 100 103 24 25
o o Ya6 | Y33 1.3t

4 |385 38.5 101 102 23 24
Yoo T o5 Tas T35 hal tae

5 | 38.4 38.5 99 101 24 26
B t 16 Yag7 | tas ol *aa

6 |38.5 38.5 101 102 24 24
Y o5 o tsol| s He!l taos

7 |38.5 38.5 101 103 24 26
.o t .1 Yao0]| 134 1e| to.2

8 |38.5 38.5 100 103 24 25
o o tas | tias 190 faa

9 |38.5 38.5 101 103 24 24
Tos t o8 a3 tio he| taa

10 |38.5 38.6 100 102 24 24

Normal: 37.5-39°C Normal: 80-120/min, Normal 15-30

(cabrera, 1974
Dukes, 1979}.

{Cabrera, 1974
Dukes, 1979).

(Cabrera, 1974
Dukes, 1979).
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CUADRO 2.

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE SERONEUTRALIZACION EN RATON DE 21 DIAS DE SUEROS DE PERROS
INOCULADOS CON VACUNA V-319/ACATLAN DURANTE 10 MESES APLICANDO UNA DOSIS POR MES.

TATUAJE| O DIAS| ES 1| MES 2| MES 3|MES 4| MES 5|MES 6| MES 7| MES 8] MES 9 [MES 10 / MERES
09 | =1:5|> 2.09|>4.19|>4.48| 5.18[>5.50| 6.29|> 7.69|>8.39[> 8.6| 9.06] 9.05
13 | <1:5]=>2.00|>4.19|>3.99| a.68|>5.02] 5.72|>6.43|>7.11|=>7.81] 7.82 | 7.82
1 | <1:5|>2.09|>4.19|=4a.41] 5.11|> 5.8 | 6.48 |>6.55|=7.25=7.86| 7.9 | 7.9
73 | <1:5|>2.09]>4.19|>4.69| 5.3 |=5.39| 5.62|=6.32|>7.02{=7.72| 9.05 | 9.05
75 | <1:5|>2.09|=>4.19[=>4.78| 5.48 |>5.48| 5.69 |>6.39 |>7.09[>7.39| 7.6 | 7.6

X 1060 <1:5|=2.09|>4.19]|=>14.47| 5.16 |=5.45 | 5.97 |=6.67 [>7.37|=7.87 | .28 | 8.28

Tl o |=zo09| 24| o028/ 0.69| 0.29] 052 07 | 0.7 | 05 foa1 | o

¥ L0G.

Lease como Logaritmo base 10
valor final = 4 meses después.

resulté 10 veces superior al recomen-
dado como protector para perros (10%%)
y por lo tanto, este ensayo fue en forma
indirecta una prueba de seguridad para

lavacuna aplicada en perros. Dado que

fa cantidad de vacuna capaz de

provocar sensibilizacion tanto en el.

perro como en cualquier animal, es
muy pequefia y su riesgo de tornarse en
dosis desencadenante consiste en la
_sensibilidad o idiosincrasia individual,
en la naturaleza del alergeno que se use
y en la repeticion del estimulo antigéni-
co {(Fundenberg y col., 1978; Rose y
col., 1979; Roitt, 1980) el presente
estudio al mismo tiempo mosiré ser
una prueba de inocuidad. El hecho de
que no se observara ninguna reaccion
indeseable en los perros vacunados a
lo largo del experimento, indica que el
contenido total no fue capaz de
provocar un choque anafilactico.

Deberian lievarse a cabo posteriores
estudios para dilucidar el comporta-
miento de la vacuna V-319 con relacion
a la anafilaxia local (cutanea}. Debido a
que las moléculas de anticuerpos actu-
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an sobre todo por neutralizacién de los
receptores antigénicos de los virus
cuando se trate de ellos (Fundenberg,
1978), esto significo otro punto de
preocupacion en torno a la posible
neutralizacién del virus vacunal por
parte de los anticuerpos de una vacuna-
cién previa, pues compiten de esta
manera por el virus vacunal y merman
asl su rendimiento antigénico. Pero en
el presente estudio ésto no sucedié.

El incremento logaritmico de la tasa
de anticuerpos era esperado, pero fue,

‘una sorpresa que alcanzara tales

niveles y en forma tan rapida.

Esto hace posible la elaboracion de
sueros hiperinmunes a partir de perros
y ademas; permite recomendar la
vacunacion anual de los perros sin
temor, aun en zonas de alto riesgo,
puesto que aqui es demostrado que la
vacuna se puede aplicar hasta con un
lapso de un mes y durante 10 repeticic-
nes.

Con base en los resultados obteni-
dos en este estudio, se concluye que ia
vacuna V-319 es un bioldgico inocuo



para pefrros, que no provocé choque
anafilactico y que tuvo un altisimo
efecto estimulador en la tasa de
anticuerpos analizada.

SUMMARY

In view of the posibilites to provoque
anafilactic shock in dogs utilizing for
vaccinate the V-319/Acatlan strain
originally elaborated for bovines, was
selected five beagle dogs, adulis
males, in good health conditions and
free of antibodies against rabies. It was
make periodic bleeds monthly and was
vaccinated during ten months, one
vaccine each month and for each dog.

Before and later to vaccinate was
determined corporal temperature, car-
diac and respiratory frecuency, later a
direct period of "observation of two
hours was accomplished.

Of the blood serum was recolected,
for study of seroneutralization test.

The results indicated that the total
content of vaccine V-319 (Acatlan)do
not produced anafilactic shock along
the experiment, and the antibodies was
always in increase.
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