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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue obtener una vacuna antirrabica de elevada antigenicidad, para su posterior uso en humanos. Se
elaboraron cuatro lotes de cosechado de virus rébico con la cepa V-319/Acatlan, que se inactivaron mediante radiacién gamma
y se concentraron usando acetato de zinc. Cada lote se subdividié en dos, quedando: 1A vacuna concentrada dializada con
adyuvante, 2A vacuna concentrada dializada sin adyuvante, 3A vacuna concentrada sin dializar con adyuvante, 4A vacuna
concentrada sin dializar sin adyuvante y sus respectivos testigos negativos (b) que se emplearon sin concentrar, asi como,
sobrenadantes de células sin concentrar y no inoculadas (C). La antigenicidad de cada sublote se evalué mediante la técnica de
NIH. Al realizar el estudio estadistico, se gncontrd que 1as vacunas concentradas presentaron una anfigenicidad mds elevada,
con respecto a sus controles (p<0.05). Se concluye que el métddo empleado para concentrar esta vacuna es adecuadc, ya que
eleva su antigenicidad.
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INTRODUCCION. continta la blsqueda de antigenos lo mas
puros posibles, que generen una buena
En Julio de 1885, Pasteur realizé el primer  respuesta inmune y que ademas sea
tratamiento con virus rabicoenunapersona  duradera y especifica (5). Con las vacunas
mordida por un perro rabioso, Joseph seé ha logrado esto, por medio de los
Meister no sélo no enfermd de rabia, sino  métodos de produccion en cultivos celulares
gue ademas no presentd complicaciones  (6); sin embargo, frecuentemente el virus
ulteriores al tratamiento (1, 2). En mas de  rabico es un antigeno pobre en las vacunas
un siglo de experiencia acumulada, fa inactivadas; por ello, es importante
vacunacién antirrabica posexposicion ha asegurarse gue una vacuna para usc en
sufrido numerosos cambios en la vacuna, campanas antirrabicas, contenga una gran
pero el esquema de inmunizacién ha sufrido  cantidad de antigeno (7).
pocas modificaciones. En los afios de uso  En México, los ensayos para concenirar
de la vacunacién profildctica se han antigenoc de virus rabico han sido escasos;
observado tanto fallas (personas que ain en 1982, se intenté hacer una vacuna
con el tratamiento después de la exposicién  antirrdbica inactivada concentrada, pero los
mueren de rabia), como complicaciones resultados no fueron satisfactorios (8); en
posvacunales (3). estos estudios se empled una cepa de
La mejor forma de evitar la rabia en origen vampiro (V-319/Acatlan) (8). En
humanos, consiste en vacunar perros y  paises donde existe ia rabia paralitica
gatos para eliminar la rabia en estos bovina o derriengue, cada vez es mayor el
animales, como riesge de contagio parael numero de personas agredidas por
humano (4). Desde este punto de vista, se  quirdpteros (10).
a Recibido para su publicacion el 5 de Septiembre de 1994 Las’prugbas de pOtenCi? de Habe.l Yda NIH
b Proyecto. Vigitancia Epidemioldgica. Centro Nacional de estan lejos de reproducir las condiciones de
Microbiologia Veterinaria. Carr. Federal MéxicoTolucakm.  la exposicion natural, asi como la pauta
15.5, Col. Paio Alto. P, 05110. México D,F. ordinaria en administracion de la vacuna:

¢ Unidad de Posgrade. FES-Cuautitlidn. Cuautitlan lzcalli, X
Edo. de México. sin embargo, estas pruebas dan una buena
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idea de la actividad protectora de una
vacuna en condiciones naturales (7). La
prueba del NIH, es la técnica oficial de
actividad In vivo para probar la potencia de
vacunas elaboradas a partir de culiivos
celulares y de vacunas preparadas con
virus purificados (7, 11).

Dada la necesidad de tener una cepa nativa,
con alto titulo viral, para poblaciones donde
a veces la respuesta inmune no es
suficiente, como pudiera suceder en
primates y humanos, se desarrollo este
estudio, cuyo objetivo fue obtener una
vacuna antirrabica de elevada
antigenicidad, para posteriormente
emplearla en humanos.

MATERIALES Y METODOS

Este experimento se condujo en cuatro
fases:

FASE I. Elaboracion del cosechado de virus
rabico.

Se subcultivaron células linea BHK-21,
hasta obtener monoestratos confluentes en
roladores de botellas, las cuales se
infectaron con la cepa V/319-Acatlan (de
origen vampiro) (10), posteriormente se les
agregd medio de mantenimiento. Con la
cosecha se elaboraron cuatro lotes de
vacuna; para lo cual, se estandarizaron las
condiciones de trabajo, empleando los
mismos medios, tiempo y temperatura de
incubacién e infeccion, asi como velocidad
de rotacién de los cultivos. Cada uno de los
lotes que se elaboraron incluyeron dos
botellas testigo con monoestratos no
inoculados (13).

FASE Il. Concentracion del antigeno de
virus rabico.

Cada lote se inactivé empleando el método
de radiacién gamma (14}, el virus se
precipito con solucion saturada de acetato
de zinc al 1 M en proporeion 5:1.

La mezcla se mantuvo en refrigeracion (4
C+/-1 C) durante toda la noche.
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Luego se centrifugd durante 60 min a 2,500
g; a la pastilla formada se le resuspendié
con acido etilendiaminotetra-acético al
17.5%, en un volumen de 1.25% del original
{15, 18); todo lo anterior siguiendo los
requerimientos minimos gque marca la
Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidraulicos (SARH) (17), para la
elaboracién de productos biolégicos.
Cada lote se subdividié en dos, quedando
de la siguiente manera: 1 A Vacuna
concentrada dializada con adyuvante (FAS-
16); 2 A vacuna concentrada dializada sin
adyuvante; 3 A vacuna concentrada sin
dializar con adyuvante y 4 A vacuna
concentrada sin dializar sin adyuvante. Los
controles B se emplearon sin concentrar,
pero con los cuatro tratamientos que se les
dié a las concentradas. Asimismo, se
incluyé una serie G gque usé el medio
sobrenadante de células sin inocular,
expuestas a los cuatro tratamientos
anteriores.

FASE Hll. Evaluacion de la antigenicidad
mediante la prueba del NIH.

A cada uno de los lotes se aplico la prueba
de NIH en ratones, segun el método
descrito por Seligmann E B Jren 1973 (7).
Elvirus estandar fijo (CVS), empleado para
el desafio tuvo 17 dosis letales para todos
los lotes.

El desafio de cada grupo de lotes se hizo
simultaneamente, a fin de poder comparar
los resultados; ademas se realizaron cuatro
repeticiones por lote de manera
independiente; los resultados se procesaron
mediante analisis de varianza (19).

RESULTADOS .

Al realizar el andlisis estadistico, se
encontrd que las vacunas concentradas (a)
tuvieron una antigenicidad mas elevada con
respecto a los testigos sin concentrar, (B9
con una confianza del 95%) (p<0.05); al
realizar la prueba de Tukey (19), para ver



si habia diferencias entre tratamientos (a)
no se encontrd evidencia estadistica
significativa (p>0.05) para asegurar gue son
diferentes (Cuadro 1). La Grafica 1, indica
los promedios representados en potencia
relativa (PR), obtenidos de las cuatro
repeticiones en cada uno de los
tratamientos de las vacunas concentradas
y sin concentrar; en ella, puede observarse
el aumento que presentan las primeras (A)
sobre los testigos (B). Por lo que respecta
al testigo sin infectar vy sin concentrar (c),
al realizar el desafio todos los ratones
murieron, como era de esperarse.

DISCUSION

Con base en lo anterior, puede decirse que
la técnica de concentracién empleada en
este experimento, es apropiada ya-que no
se requiere de gran tecnologia y la
antigenicidad que se obtiene en cada uno
de los tratamientos es superior a cuando
éstos mismos se aplicaron sin concentrar.
Sin embargo, es recomendable usar el
método de dialisis para liberar a la vacuna
concentrada de los efectos indeseados que
las sales presentan sobre los ratones
usados en fa prueba del NIH.

En esta fase, no se valord la inocuidad
debido a que la vacunacion es
intraperitoneal y se requeria de sacrificar a
los ratones a diferentes tiempos, para
analizar la peritonitis. ’

Si bien la técnica de NIH, ha probado a lo
largo deltiempo su utilidad para dar una idea
de la inmunogenicidad de vacunas
elaboradas a partir de cultivos celulares y
de vacunas preparadas con virus
purificados (7, 11); en la actualidad, la
tendencia es probar las vacunas en el
usuario final (especie blanco), ya que por
ejemplo en perros, se vacuna una sola vez
al afio y se espera que la proteccion dure
12 meses 0 mas; en cambio, en ratones se
aplican seis dosis de vacuna los dias lunes,
miercoles y viernes durante dos semanas,
y al siguiente lunes se realiza el desafio (7),
por lo que la accidn del adyuvante FAS-16,
de fijar al antigeno en el sitio de la
vacunacion y liberarlo poco a poco para que
la estimulacion antigénica sea mas
prolongada {18, 20}, pudo haber quedado
enmascarada. (Eliseo Hernandez B. 1993
comunicacion personal). Por ofra parte, la
prohibicion de agregar adyuvantes en
vacunas antirrabicas humanas, se deriva
del peligro de causar encefalitis alérgica y
desmielinizacion del sistema nervioso

CUADRO 1
ANTIGENICIDAD PRESENTADA POR LAS VACUNAS ANTIRRABICAS
CONCENTRADAS

TRATAMIENTOS

1A 2A 3A 4A 18 2B 3B 48

1.39% 2.95% 1.53" 1.005 0.9 0.16 0.7 0.85
0.68” 1,34~ 1.13" 1.34% 0.43 0.01 0.65 0.61
1.25% 1.42* 1.47" 1.337 0.43 0.89 0.67 0.789
1.387 1.807 1.467 1.457 0.08 0.30 0.16 0.18
X1.17° 1.87 1.397 1.28" 0.46 0.34 0.54 0.60

* Estadisticamente diferentes (p> 0.05})
Expresado en potencia relativa

89



GRAFICA 1
PROMEDIO DE POTENCIA RELATIVA DE LOS TRATAMIENTOS.

POTENCIA RELATIVA

TRATAMIENTOS

X SINCONCENTRAR B CONCENTRADA

central, lo cual no aplica a las vacunas
preducidas en cultivos celulares.

Se recomienda continuar con este tipo de
experimentos, orientados a realizar pruebas
de inocuidad en primates por varias vias,
asi como reemplazar la linea celular BHK-
21 por alguna linea autorizada para ser
empleada en humanos.
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EXPERIMENTAL CONCENTRATION AND
ANTIGENICITY EVALUATION OF A RABIES
VACCINE.

SUMMARY

In an attempt to develop a rabies vaccine with slevated
antigenicity, for use in human beings. four batches of rabies
vaccine were elaborated with the V-319/Acatldn strain rabiles
virus, Zinc acetate was used to concentrate the virus, Each
batch was divided intws pants: 1A, concentrated and dialized
vaccine with adjuvant: 2A. concentrated and dialized vaccine
without adjuvant 3 A, concantrated vaccine non-dialized but
with adjuvant; 4 A, concentrated vaccine non-dialized without
adjuvant and their respective negative controls (B): and
unconcentrated non infected cell supernant (C). Antigenicity
of eacn vaccing ot was evaluated oy the NIH method. Tng
results show that all concentrated vaccines were better than
urniconcentrated ones (p<0.05) This method is adaquate to
increase the antiganicity of this product.

KEY WORDS: Antirrabies concentrated vaccine, Potency test,
NIH.
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