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RESUMEN

La rabia es un problema de salud publica muy importante de los paises en
desarrollo, principalmente por el mantenimiento del ciclo tanto urbano como silvestre.
En nuestro pais una de las formas de prevenir esta enfermedad, es a través de la
aplicacién de una vacuna de buena calidad a aquellos animales de compania
mayormente involucrados en la transmision de dicha zoonosis, especialmente los

caninos.

Por lo cual el MSPAS realiza campafias de vacunacion a nivel nacional para tratar de
reducir los problemas de rabia. A pesar de los esfuerzos de la Institucién, la
enfermedad persiste; esta situacion obedece a diferentes causas entre las cuales
podria destacarse: el disefio de las campanas de vacunacion (cobertura), manejo de

la vacuna, o la calidad inmunogénica de la misma.

El presente estudio tuvo como objetivo medir el nivel de proteccion que la vacuna de
Cerebro de Raton Lactante (CRL) producida en El Salvador proporciona a los
caninos por medio de la titulacion de anticuerpos antirrabicos por el método de
Seroneutralizacion. La investigacion se realizO en tres municipios del area
metropolitana de los departamentos de San Salvador y La Libertad, republica de El

Salvador.

De 40 sueros analizados mediante dicho método, a los 21 dias de aplicada la vacuna
el 95% de los perros sobrepasaron titulos arriba de la normativa internacional de la
OMS que es de 0.5 Ul/ml (titulo 1:25). Estos resultados, demuestran que la vacuna

CRL induce una satisfactoria produccion de anticuerpos contra la rabia.



AGRADECIMIENTOS

A NUESTROS DOCENTES DIRECTORES:

LIC. OSCAR BONILLA GOMEZ

M.V. ORLANDO SIVA HERNANDEZ

M.V.Z. ROLANDO VARGAS LOPEZ

Por su tiempo, responsabilidad, colaboracion e interés en la elaboracion de esta

investigacion.

A NUESTROS PADRES Y FAMILIA:
Por su apoyo, comprensidon y paciencia a lo largo de nuestra carrera, para poder

lograr una de nuestras metas.

A NUESTROS AMIGOS:

Por su apoyo y colaboracién.

A NUESTRA FACULTAD:
Le agradecemos, por su aporte en nuestra formacion académico — profesional, ya
que nos brindaron las herramientas basicas para desarrollarnos como futuros

profesionales. Asi como también a cada una de las personas que la integran.

AL MINISTERIO DE AGRICULTURA Y GANADERIA (MAG):
Especialmente al personal que labora en la Direccién General de Sanidad Vegetal y
Animal, por su valiosa colaboracion. Ya que sin su apoyo no hubiera sido posible la

realizacion de esta investigacion.



Agradecemos también:

Ing. Margarita de Cisneros

Lic. Orbelina de Chavez.

Sr. Roberto Flores.

Lic. Rhina Ostorga de Orellana

Lic. Celia de Asturias.

A todos ellos por su especial colaboracion en la realizacion de cada fase de nuestra

investigacion.

AL LABORATORIO DE PRODUCTOS BIOLOGICOS DEL MSPAS.

Especiales agradecimientos por brindarnos sus conocimientos y orientacion, para el
desarrollo de nuestro trabajo.

Agradecemos también:

Lic. Lorena Alvarado.

Lic. Ignacio Mejilla.

A TODOS ELLOS MUCHAS GRACIAS.



DEDICATORIA

A DIOS TODO PODEROSO:
Al cual se lo debo todo y le agradezco por haberme guiado y llevado de su mano

hasta lograr una de mis metas que es la de finalizar mi carrera.

A MIS PADRES:
JOSE GABRIEL ORELLANA PINEDA'Y BERTA ALICIA GAMEZ RUIZ, por su apoyo,

compresion y esfuerzo para que llevara acabo este especial logro académico.

A MIS HERMANAS:
[VONNE Y ANDREA, por su apoyo, ayuda y paciencia en todo.

A MI TIA:

ROSA ELVIRA DE FUENTES, por la ayuda brindada.

LIC. ORBELINA FERNANDEZ DE CHAVEZ.

Por su gran ayuda, colaboracion y amistad para conmigo.

A MIS AMIGOS:
CAROLINA Y NICOLAS, por su apoyo, colaboracién, paciencia, comprension y su
querida amistad.

WENDY YESENIA ORELLANA GAMEZ.

Vi



DEDICATORIA

A DIOS TODO PODEROSO:
Al cual se lo debo todo y le agradezco por haberme guiado y llevado de su mano

siempre.

A MIS PADRES:
JOSE RICARDO CANIZALEZ SALAZAR Y ROSA ERLINDA ORTEZ DE

CANIZALEZ, por su esfuerzo y apoyo para que llevara acabo este especial logro
académico.

A MIS HERMANOS

ROSITA y GUAYO, por su paciencia y ayuda en todo.

LIC. ORBELINA FERNANDEZ DE CHAVEZ.

Por su gran ayuda, colaboracion y amistad para conmigo.

A MIS AMIGOS:

Por su apoyo, colaboracion, paciencia, comprension y su querida amistad.

ROCIO ELIZABETH CANIZALEZ

vii



DEDICATORIA

A DIOS TODO PODEROSO:
Al cual se lo debo todo y le agradezco por haberme guiado y llevado de su mano

hasta lograr una de mis metas que es la de finalizar mi carrera.

A MIS PADRES:
HERNAN PASTOR MARROQUIN y LUZ DE MARIA SANCHEZ, por su apoyo,

compresion y esfuerzo para que llevara acabo este especial logro académico.

A MIS HERMANOS:
PATRICIA y HERNAN, por su apoyo, ayuda y paciencia en todo.

LIC. ORBELINA FERNANDEZ DE CHAVEZ.

Por su gran ayuda, colaboracion y amistad para conmigo.

A MIS AMIGOS:
Kevin Cuellar, Julio Castillo y Drs. Ciudad Real por su apoyo, colaboracion,

paciencia, comprension y su querida amistad.

CLAUDIA LISSETTE MARROQUIN

viii



iNDICE

AUTORIDADES UNIVERSITARIAS. ...,
ASESORES. ... o
RESUMEN e
AGRADECIMIENTOS e
DEDICAT ORIA
INTRODUCCION

1. Antecedentes .

2. Revision de Literatura . ...
21 Historiade la Rabia ...
2.2Virusde larabia .

221 Taxonomia .....o.eeieiiiiii i

2.2.2 Estructura Viral ...

2.2.3 Propiedades del virus ...

2.2.4 Virus fijo de Laboratorio  .............coooiiiini.

2.3 Generalidades de las vacunas...............ccccvviiiiiiennnn.

2.4 Historia de las vacunas ...

2.5 Tipos de Vacunas Antirrabicas ...l

26 HistoriadelavacunaCRL ...

2.7 Produccion de vacuna CRL  .........cooviiiiiiiiiiieee,

2.7.1 Preparacion virus semillay trabajo ~ ...........

2.7.2 Meétodo de produccién de vacuna antirrabica
2.7.2.1 Preparacion del inoculo  ....................
2.7.2.2 Fabricacion de lavacuna ....................
2.7.2.3 Requisitos de potencia  ....................

3. Descripcion del problema ...
4. Justificacion ..

5. Hipotesis de la investigacion ...

20

21

23

24
25
28



6. Objetivos de la investigacion ..o 28

7. Materiales y Metodos ..o 29
7.1 Generalidades ..o 29
7.1.1 Ubicacidn del estudio .. 29

7.1.2 Duracion de la investigacion ...l 29

7.2 Descripcion de las unidades en estudio  ....................... 29
7.3 Metodologia de campo ... 30
7.3.1Tomadedatos ... 30
7.3.2Tomade muestras .........ccooeviiiiiiiiiiiiiiiiianen, 30

7.3.3 Materiales utilizados ...........c.ccoiiiiiiii 31

7.4 Metodologia de laboratorio ... 31
7.4.1 Inmunizacion de personal involucrado  ............ 31

7.4.2 Practicas de manejo ..........ocvvviiiiiiiiiiieneanns 31

7.4.3 Procedimiento de Laboratorio  ..................... 32

7.4.3.1 Técnica de Seroneutralizacion

para determinar anticuerpos

contralarabia ...l 33

7.4.3.2 Formula de Reed y Muench  ............ 38

7.4.3.3 Materiales, equipo y reactivos ............ 39

7.4.4 Ensayo de la técnica de seroneutralizaciéon .39

7.5 Metodologia estadistica ... 44

8. Resultados ..o 45
9. Discusion de resultados.........coovviiiiiii 46
10. CONCIUSIONES .ot e 48
11. Recomendaciones ... 49
12. BIBLIOGRAFIA ... . 50

13. ANEXOS 56



LISTA DE CUADROS

Cuadro Pagina
1. Diferencias entre el virus fijoy el virus calle  ......................... 11
2. Casos de personas mordidas por animales
transmisores de la rabia y rabia humana ... 25
Casosde RabiaHumana ... 26

Casos de rabia, por especie animal y afio,
diagnosticados por MSPAS Y MAG ..., 26

5. Casos de Rabia en zona urbanayrural ............coooviiiiiiiinnnn. 27



Figura
1.

3.

LISTA DE FIGURA

Esquema de diluciéon del suero
de referencia y los sueros problemas ...
Esquema de dilucién del virus CVS ...

Confrontacién del suero con dilucion 10°°  .....................



INDICE DE ANEXOS

Cuadro A.

N o g bk~ o=

Grafico A
1. Casos de Rabia Canina en el cuatrienio

2003-2006 diagnosticados por MSPAS Y MAG..............
2. Titulo de Anticuerpos Maternales

aldia0,enlos 20 CaninOS .........coeviiiiiiiiiiiiiieeeane
3. Titulo de Anticuerpos Antirrabicos a los

21 dias en los 20 caninos vacunados ...............c.c.....
4, Promedio de titulos de Anticuerpos Antirrabicos

segunedaddel dia Oy 21 ..o
5. Promedio de titulos de Anticuerpos Antirrabicos

Resumen de resultados de prueba N°1.......................
Resumen de resultados de prueba N°2.......................
Resumen de resultados de prueba N° 3.......................
Resumen de resultados de prueba N° 4 .......................
Resumen de resultados de prueba N°5.......................
Resumen de resultados de prueba N°6.......................

Titulos de anticuerpos de caninos aldiaOy 21..............

maternales al diaO segunedad ..............c..ociiiiiil.

Pg.

61
62
64
65
66
68
70

Pg.

71

71



INTRODUCCION

La finalidad del presente estudio fue determinar los anticuerpos neutralizantes contra
la rabia en caninos de dos a seis meses de edad antes y después de haber recibido
la vacuna de Cerebro de Raton Lactante (CRL), y asi evaluar el poder inmunolégico
que tiene la vacuna producida por el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
(MSPAS) en El Salvador, para generar un titulo de anticuerpos satisfactorios en los
caninos y poder decir que estos estan protegidos contra la rabia o el virus calle de la
rabia frente a una exposicion.

Se hace necesario este estudio ya que la rabia es una zoonosis viral, cuya
importancia recae en que tiene una letalidad cercana al 100% y una relevancia
epidemioldgica cuando se tiene contacto con animales portadores del virus, el cual
propaga con su mordedura a animales sanos y al humano. La forma de la evaluacién
de dicha vacuna fue medir su capacidad de generar anticuerpos neutralizantes
después de 21 dias de ser aplicada por primera vez a los cachorros.

Esto nos permite asegurar que la vacuna que se aplica en las campafas es
aceptable, y que cualquier falla en los propdsitos u objetivos de las mismas no es
debido a su calidad sino a otros factores.

Con el presente trabajo se pretende ademas, sentar las bases para complementar
los estudios de eficacia de la vacuna producida en el pais mediante la evaluacion de

la respuesta inmunitaria en los caninos.



1. ANTECEDENTES

Desde que se inicia con la produccién de vacunas es necesario que se imponga un
estricto control de calidad. Estas deben de ser analizadas en los laboratorios y las
autoridades nacionales de los respectivos paises deben efectuar pruebas rigurosas
de la inocuidad y actividad de los productos acabados y en esta forma emplearse
satisfactoriamente en animales y en seres humanos.

Cuando sea apropiado, se deben llevar a cabo pruebas seroldgicas en una muestra

representativa de animales y de personas (Zarate, 2006).

En el Instituto de Investigaciones Zootécnicas del Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias, estado Aragua, Venezuela, se realizé un estudio para determinar el
nivel de los anticuerpos neutralizantes en ovejas y la transferencia de estos
anticuerpos a los corderos, utilizando la vacuna antirrabica inactivada potenciada con
levamisol. Se realizaron tres tratamientos, el primero de control, el segundo solo con
vacuna antirrabica y el tercero vacuna antirrabica mas levamisol. A las muestras de
sangre tomadas se les aplico la técnica de seroneutralizacion y se evidencio la
capacidad de transmisién pasiva de inmunidad a partir de ovejas madres vacunadas
al tercer mes de gestacion y la posibilidad de incrementar los niveles de anticuerpos,
tanto en ovejas madres como corderos mediante la aplicacion simultanea de vacuna
y levamisol al 7.5 %, confirmando de esta manera, el efecto inmunopotenciador de

este producto (Bracamonte, 2000).

En el Laboratorio de Investigaciones y Diagnostico de la Rabia del Instituto de
Investigaciones Veterinarias de Venezuela, se realizo un estudio en dos grupos de
personas, el primero constituido por 16 individuos entre personal de laboratorio y
voluntarios (en constante exposicidén) los que fueron inmunizados con vacuna tipo
Fermi a los 0, 30 y 60 dias y se obtuvo sueros para los estudios de
seroneutralizacion antes de cada vacunacion. Posteriormente otras muestras fueron
tomadas a los 150 y 160 dias después de la tercera y ultima vacunacion. El Grupo Il
corresponde a 19 infantes de marina, quienes habian sido mordidos por vampiros en

la Base Naval de Turiamo, Distrito Girardot, Municipio Ocumare de la Costa, Estado
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Aragua. Fueron inmunizados con vacuna CRL tipo Fuenzalida Palacios. De este
grupo de personas no se pudo obtener suero a los 0 dias, solamente a los 30, 60 y

luego a los 150 y 360 dias de la ultima dosis.

En los resultados se puede observar que existen diferencias en la respuesta sérica
inmunitaria entre el grupo de personas vacunadas con la vacuna de cerebro de
carnero tipo Fermi y el grupo de personas inoculados con la vacuna FUENZALIDA-
PALACIOS. Los valores de la respuesta inmunitaria referidos a los titulos
neutralizantes del grupo N° |, muestran que con un solo estimulo antigénico se
generan titulos neutralizantes que varian entre 1:5 y 1:125 cuando se exponen con
una dosis de 42 DL50 de virus. A los 60 y 150 dias se pudo observar el efecto de
refuerzo de la vacunacion, ya que en todos los casos hubo un aumento apreciable de
los titulos neutralizantes y a los 360 dias, estos valores, aunque presentes
disminuyen en cantidad. Sin embargo, al colocar un refuerzo a los 360 dias, se

puede notar un aumento apreciable de los titulos neutralizantes.

En el grupo N° 2 los titulos de anticuerpos neutralizantes generados a los 30 dias de
la ultima dosis son muy elevados y a partir de ese momento comienza a descender
paulatinamente. A los 60 dias de la ultima dosis la mayoria del grupo mantienen sus
titulos pero al contrario de los del grupo N° 1 los titulos comienzan una curva

francamente descendente. (Mogollon y colaboradores, 1976).

Desde 1993, el Laboratorio de Investigacion de Rabia y de Patologia de Animales
Silvestres de Francia, ha sometido mas de 25,000 sueros de perro y gato a una
prueba de seroneutralizacion viral. Los analisis estadisticos realizados ponen de
manifiesto que los gatos responden mejor que los perros a la vacuna antirrabica
(Cliquet, 2003).

En los ultimos afos se han flexibilizado las reglamentaciones sobre el movimiento
internacional de carnivoros domésticos de paises infectados a paises libres de rabia,
con la adopcién de un sistema que combina la vacunacién antirrabica del animal y el

control serologico con un titulo de anticuerpo superior a un valor umbral de 0.5 Ul/ml.



En Guatemala se realizo un estudio para medir la respuesta serologica obtenida de
personas que recibieron tratamiento reducido de inmunizacién antirrdbica pre-
exposicion en comparacion con el esquema clasico de una dosis diaria de vacuna
por 14 dias mas dos refuerzos. Se utilizaron 100 voluntarios (estudiantes de
Medicina Veterinaria de la Universidad de San Carlos) que no habian recibido nunca
vacunacion antirrabica, se les aplico la vacuna de CRL al 1%. A cada voluntario se
les tomo una muestra de sangre al inicio y luego a los dias 12, 20, 90 y 181 después
de iniciado el estudio; a todos los sueros se les aplico la prueba de
seroneutralizacion y se determino el titulo de anticuerpos neutralizantes mediante el
meétodo de Reed y Muench.

Los resultados demostraron que los esquemas de vacunacion estudiados,
provocaron la aparicion de anticuerpos antirrabicos en el 100% de los individuos
tratados con la vacuna CRL. Y al dia 0 todos los sujetos no presentaron anticuerpos
contra la rabia. En promedio los titulos de anticuerpos en el esquema reducido fue de
10.47 Ul/ml y en el clasico de 24.63 Ul/ml al dia 20 demostrando siempre un mayor
aumento el esquema clasico; en general los titulos al dia 20 y 90 en ambos

esquemas se mantuvieron altos disminuyendo al dia 181. (Palomo y Aguila, 1981)

En el mismo pais se realizé otro estudio comparando los niveles de anticuerpos en
197 perros inmunizados con vacunas antirrabicas, de los cuales a 99 se les
administr6 CRL 2% y 98 se inmunizaron con CRL 1% mas Hidréxido de Aluminio. A
todos los sueros se les efectuaron titulaciones por la técnica de
Contrainmunoelectroforesis y/o Seroneutralizacion en ratones. Los caninos fueron
sangrados a los 0, 30, 60 y 90 dias; y se pudo observar que la mejor respuesta
inmune para ambas vacunas se obtuvo a los 30 dias post vacunacion, luego los
titulos fueron disminuyendo gradualmente. También se comprobd que la vacuna CRL
1% mas Hidroxido de Aluminio siempre indujo niveles mas altos de anticuerpos

neutralizantes a los 30, 60, y 90 dias postvacunacion. (Chang, 1989).

Para la deteccion de anticuerpos neutralizantes en Cuba se ha venido aplicando la

prueba biolégica durante muchos afos. Se empled la técnica de neutralizacion por

reduccion del numero de placas (NRNP) para la deteccion de anticuerpos
4



antirrabicos en personal de riesgo. Se estudiaron muestras de suero de 25 individuos
de alto riesgo y personas con antecedentes de vacunacion y sin estos. La técnica de
neutralizacién fue comparada con la prueba biolégica en ratéon y como resultado del
estudio se obtuvo una concordancia de 100 %. Se encontré que el sexo no influye en
la respuesta de anticuerpos a este virus, aunque el contacto directo y la cantidad de
veces que el individuo ha recibido la vacuna actuan positivamente en la respuesta

inmune. (Ribas y colaboradores, 2003).

En otro estudio que se inicid en el afio 2000, para el cual se solicité la participacion
voluntaria de estudiantes de ambos sexos, entre 22 y 24 afios de edad del ultimo afio
de la carrera de Medicina Veterinaria de la Universidad Santo Tomas en Chile, los
que no habian sido sometidos a vacunacion antirrabica previamente. Se vacunaron
54 voluntarios; el primer grupo fue vacunado con vacuna CRL tipo Fuenzalida-
Palacios en una dilucién al 2,5% en dosis de 2 ml (0,6 Ul/dosis) con un esquema de
4 dosis subcutaneas peri umbilical en los dias 0, 3, 7 y 28, el segundo grupo fue
vacunado con vacuna Verorab® en dosis de 0,5 ml (2,5 Ul/dosis) con un esquema de
3 dosis intramusculares en la zona deltoidea a los dias 0, 7 y 28. La vacuna
Verorab®, es realizada en células Vero (proveniente de rifidn de mono verde
africano). Para determinar el nivel inmunolégico basal de los participantes se tomo
una muestra de sangre el dia 0 junto con la aplicacién de la primera dosis de vacuna
antirrabica y posteriormente se tomaron muestras de sangre los dias 7, 42 y 365. De
un total de 22 individuos vacunados con F-P, ninguno de los sueros analizados
presento titulos protectores (0,5 Ul/ml) a los 7 dias; sin embargo de 30 individuos
vacunados con Verorab®, 5 sueros analizados presentaron titulos protectores. En los
sueros analizados a los 42 dias todos los individuos presentaron titulos protectores
con ambas vacunas, no existiendo una diferencia estadisticamente significativa en el
promedio de los titulos. El nivel de titulos de anticuerpos seroneutralizantes en los
sueros colectados a los 365 dias marcé una diferencia significativa, al comparar
ambas vacunas, en que 10 de 22 individuos vacunados con F-P, presentaron titulos
protectores; en cambio con Verorab® el 100% de los individuos tenia titulos de
anticuerpos seroneutralizantes mayores de 0,5 Ul y cuyo titulo promedio fue de 2,065
Ul. (Favi y Roosk, 2004).



A pesar de que son numerosos los brotes de rabia en el mundo y especialmente en
Asia, paises como Japon han decidido examinar el sistema vigente de importacion
de perros, para evitar que esos animales introduzcan la rabia, principalmente por el
traslado de mascotas no vacunadas. Los puntos principales de la revision incluyen al
sistema de notificacion previa en el cual las personas que quieran importar perros,
deben proporcionar informacién sanitaria relativa a la mascota 40 dias antes de la
importacién, ademas de la vacunacién contra la rabia a los tres meses de edad o
mas tarde. Sera necesaria una revacunacion en un plazo maximo de cuatro semanas
y dentro del periodo de validez de la primera vacunacion. Las mascotas deberan
permanecer en los paises exportadores al menos seis meses después de que se les
haya extraido sangre tras la revacunacién. Se aplicara a la sangre la prueba de
titulacién de los anticuerpos neutralizantes de la rabia; la titulacion del suero sera
superior a 0,5 Ul/ml (OMS, 2004).

En EI Salvador, se inicio la produccion de la vacuna CRL en el aio de 1994, periodo
en el cual se realizaron ensayos que culminaron con la reduccion del tiempo
tradicional de cosecha de cerebros de 96 a 72 horas en la elaboracion de vacuna
humana y canina. Se logré asi disminuir de un 23% a un 10% la mortalidad y se
obtuvo un 13% mas de ratones infectados con virus rabico y en consecuencia una

mayor cantidad de tejido cerebral en la fabricacion de la vacuna (Bonilla, 1996).

En nuestro pais se han realizado estudios en humanos para determinar la calidad y
eficacia de la vacuna antirrabica tipo CRL en la produccién de anticuerpos suficientes
para la proteccion contra el virus rabico. El estudio se realizé en los Laboratorios del
MSPAS, con un total de 30 personas, las cuales fueron inmunizados con la vacuna
antirrabica nacional CRL. Se utilizé la prueba de seroneutralizacion para obtener el
titulo de anticuerpos, con resultados muy satisfactorios; ya que los titulos obtenidos
estaban arriba de 1:25 (0.5 Ul/ml), que es el parametro establecido por la

Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) como referencia (Lopez, 2002).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Historia de la rabia

La rabia es una de las enfermedades mas antiguas de la humanidad y su
conocimiento se remonta aproximadamente 4 mil afos A.C. Sélo se identificaba con
las especies silvestres como zorros, lobos, mapaches, tejones y al transcurrir los
anos, estos animales fueron difundiendo el virus por el mundo; mas tarde lleg6 a las
especies domeésticas, y en consecuencia al hombre que convive con ellas. Hasta la
fecha, aun es motivo de diversos estudios dirigidos al combate de esta grave

ZOooNoSsis.

En las civilizaciones del mundo antiguo, como la egipcia, la rabia fue catalogada
como "castigo de los dioses", porque cuando un perro atacaba a un individuo, la
muerte llegaba en pocos dias. También en Italia la rabia se presentoé frecuentemente,
lo que aterrorizaba a la poblacién de muchas aldeas.

Demdcrito, filésofo griego, la describi6 como una enfermedad terrible que se
presentaba en perros y otros animales domésticos. Hacia el afio 550 A.C., Aristoteles
en sus escritos, habla acerca de la rabia y la forma de como se transmite, por
mordedura de animales rabiosos.

En el continente americano, el problema comenz6 cuando los conquistadores
espanoles e ingleses pisaron las costas del nuevo mundo, pues ellos trajeron
animales infectados. Sin embargo, algunos datos historicos sefialan que la rabia ya
existia en América, y que los vampiros, cuya presencia se detecté en zonas del
nuevo continente, eran causa de transmisién del mal, segun relatos de las cronicas

de los conquistadores en 1514 y 1527, principalmente en tierras mexicanas.

La descripcion de su historia natural se mantiene de la misma manera hasta hoy,
identificandose el concepto de transmisibilidad a través de la saliva de los perros,
utilizando la palabra virus (veneno en latin) para definir el material infeccioso.
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En el siglo XIX, con el avance en el descubrimiento microbiano se llega a las
investigaciones cientificas sobre el tratamiento para la rabia, y en 1804 el
investigador aleman G. Zinke, demostré que ésta se podia transmitir a perros sanos
por inoculacion de saliva de animales rabiosos. Posteriormente, Galtier (1879) utilizd
inicialmente el conejo como modelo experimental inoculandolo con saliva de un perro

rabioso demostrando su transmision.

Estos estudios sirvieron de base al mayor descubrimiento de la medicina, efectuado
por el quimico francés Louis Pasteur en la década de los ochenta del siglo pasado,
quien sugirid que el agente etioldgico de la rabia no era una bacteria, sino un virus y
que no solo se encontraba en la saliva, sino en el sistema nervioso central

(Bracamonte y Plaza 2005).

2.2 Virus de la Rabia

2.2.1 Taxonomia

La familia Rhabdoviridae (incluidos en el orden de los Mononegavirales) al igual que
las familias Paramixoviridae y Flavoviridae son familias que agrupan a virus ARN no
segmentados, de cadena simple y polaridad negativa.

Los rhabdovirus de los mamiferos se dividen en base a sus diferencias antigénicas y
bioquimicas en tres géneros: 1) Vesiculovirus, con el virus de la estomatitis vesicular
como prototipo, 2) Lyssavirus, con el virus de la rabia como prototipo, y 3)
Ephemerovirus que tiene como prototipo al de la fiebre efimera de los bovinos en

Australia. (Loza y Aguilar, 1998).

Con base en su reactividad a anticuerpos monoclonales, los Lyssavirus se han
subdividido en cuatro serotipos, que son:

Serotipo 1.

Rabia clasica. Incluye la mayor parte de los virus hallados en el campo y de las

cepas de laboratorio de los distintos paises.



Serotipo 2.

Lagos. Aislado por primera vez de una mezcla de encéfalos de murciélagos de la
Republica Centroafricana.

Serotipo 3.

Mokola. Aislado por primera vez en musaraina de Nigeria, posteriormente en el
hombre, animales salvajes y domésticos de paises africanos.

Serotipo 4.

Duvenhage. Aislada por primera vez en un hombre de Sudafrica, después en

murciélagos de la misma regién y Europa Central.

A esta clasificacion se han agregado otros virus recientemente reportados:
EBL 1, Lyssavirus de murciélago europeo tipo 1 que se han aislado de humano y
murciélagos insectivoros Epseticus y Pipistrellus. EBL 2, Lyssavirus de murciélago

europeo tipo 2 aislado de humano y murciélagos insectivoros Myaotis.

Con base en estudios de secuenciacidon de los genes de la nucleocapside,
actualmente se puede emplear la terminologia de genotipos, o bien sero-genotipos
para clasificar a los diferentes Lyssavirus.

Cabe mencionar que a la fecha, en el continente Americano, solo se ha encontrado

el sero-genotipo 1 o sea la rabia clasica. (Loza y Aguilar, 1998) (OMS, 1992).

2.2.2 Estructuraviral:

Los viriones o particulas viricas tienen una estructura en forma de bala, con una
longitud promedio de 180 nm y un diametro de 75 nm. Cada particula tiene un
nucleocapsidia helicoidal rodeada de una doble capa de lipido. La cubierta exterior
consta de proyecciones en forma espigada de 10 nm de longitud, anclada en una
doble capa de lipido. Se han identificado cinco proteinas. La ribonucleoproteina
contiene el ARN gendmico asociado con tres proteinas internas, la transcriptasa (L),
la nucleoproteina (N) y una fosfoproteina (NS). Estas proteinas, juntamente con el
ARN, forman un complejo activo de RNA, que controla tanto la trascripciéon como la

replicacion. Las otras proteinas estructurales son la proteina matriz (M), que esta



ubicada en la parte interior de la cobertura del virus, y la glucoproteina (G), la cual
forma las proyecciones de la superficie.

Tanto el virus de la rabia como los virus relacionados con ella tienen la misma
estructura gendémica.

De las cinco proteinas la G y la N son las mas extensamente caracterizadas. La G
constituye el unico antigeno que induce anticuerpos neutralizantes de virus. La
proteina N es un antigeno importante capaz de inducir las células T de ayuda que
reaccionen en forma cruzada entre diferentes virus de la rabia y el virus relacionado
con él.

Ambas son los principales antigenos capaces de inducir inmunidad contra una
infeccion rabica letal, por lo que seria légico incluirlas en la elaboracion de vacunas

manipuladas genéticamente. (OMS, 1992) (Loza y Aguilar, 1998)

Figura 1. Composiciéon molecular del virus de la rabia.
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2.2.3 Propiedades del virus:

La infectividad viral es estable a pH entre 5 a 10 e inestable a pH 3.
Se inactiva rapidamente a 56° C por 30 a 60 minutos; sensible a ebullicion de 15
minutos de calentamiento a 70° C, muere con la luz ultravioleta, rayos X, éter,

cloroformo, detergentes, etanol 45-70%, preparados yodados, cloruro mercurico,
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amonio cuaternario; asi como con hipoclorito de sodio. (Loza y Aguilar, 1998)
(Merchant y Packer, 1975)

2.2.4 Virus fijo de Laboratorio.

Es el virus que Luis Pasteur obtuvo en su laboratorio a través de pasajes sucesivos

del virus calle en cerebros de conejo. Se le llama asi porque, cuando es inoculado

por via intracerebral a ratones o conejos, los mata en un periodo fijo de 7 dias. Entre

sus atributos se pueden mencionar:

- Es practicamente apatégeno por Sistema Nervioso Periférico (factor muy
importante en la elaboracion de vacunas).

- No produce cuerpos de inclusion de Negri en las neuronas.

- Inoculado por via intracerebral a ratones adultos los mata en 7 dias.

- No invaden las glandulas salivales. (Bernal, 2005)

- Se multiplica mas rapidamente en el cerebro y se encuentra mayor cantidad
de virus.

- Se hace menos virulento para otros hospedadores distintos del que ha servido
para la fijacion.

- Es de uso casi exclusivo de la produccion de vacuna. (Merchant y Packer
1975).

Cuadro 1. Diferencias entre el virus fijo y el virus calle

Virus calle Virus fijo

Se encuentra circulando entre los )
) . . Cepas adaptadas al laboratorio
animales sin modificaciones por

laboratorio
Periodo de Incubacion: Variable Periodo de Incubacién: corto(4-6 dias)
Invade glandulas salivales No invade glandulas salivales
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2.3 GENERALIDADES DE LAS VACUNAS

Las vacunas son productos biolégicos obtenidos de bacterias o virus debilitados o
muertos, sustancias sintetizadas por los mismos microorganismos (toxinas),
productos obtenidos por ingenieria genética o por unidon de sustancias (proteinas y

polisacaridos), etc. (Blanco y Jiménez, 2003).

La vacuna tipica proporciona al sistema inmunitario copias inocuas de un antigeno,
que es una porcién de la superficie de una bacteria 0 un virus que el sistema
inmunitario reconoce como “extrafia”. Los antigenos (fraccion antigénica) a menudo
tienen alguna funcion en el desencadenamiento de la enfermedad, por ejemplo
facilitando que el virus o la bacteria se adhiera a las células. Otras vacunas inoculan
una version inactiva de una toxina (una sustancia téxica producida por una bacteria)

para que el organismo pueda organizar una defensa contra ella. (OMS, 2005).

2.4 HISTORIA DE LAS VACUNAS

La busqueda de tratamientos para prevenir las enfermedades infecciosas ha sido un
objetivo de los médicos desde tiempos remotos. Se considera que las vacunas son
sustancias generalmente fabricadas a partir de microorganismos patégenos para el
hombre que, al ser administradas, producen defensas frente a la enfermedad que se

quiere prevenir.

La primera evidencia escrita relacionada con los procesos de vacunacién data del
siglo XI y se encuentran en la literatura china. A una monja budista se le atribuye un
texto llamado “El tratamiento adecuado de la viruela”, otro libro chino “El espejo
dorado de la Medicina” describe diferentes formas de inoculacion antivariolica en la
que se explica como se puede prevenir el contagio de viruela inoculandose con pus

proveniente de pacientes que habian contraido la enfermedad.
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Esta practica fue conocida en Gran Bretana hasta 1721 pues Lady Mary Wortley
Montagu, esposa de un embajador, la introdujo a este pais tras su regreso de

Constantinopla. (L6pez, 2000).

Posteriormente el médico britanico rural Edward Jenner inventé en Inglaterra la
primera vacuna contra la viruela en 1796, su famoso experimento de inmunizacion
con linfa de viruela vacuna, condujo a la era de la vacunacién. La palabra “vacuna”

proviene del latin vacca que significa vaca. (Valdés, 2005).

Después de Jenner, el siguiente eslabon en la historia de las vacunas es Louis
Pasteur (1822-1895), artifice del desarrollo de la Bacteriologia como nueva rama de
la ciencia médica en las postrimerias del siglo XIX. El mayor avance desde el invento
de la vacuna contra la viruela fueron los estudios de Pasteur sobre la atenuacion del
cblera de las aves. Segun Pasteur, al administrar una forma debilitada o atenuada
del mismo microorganismo que produce la infeccidn se conseguirian unas defensas
mas puras que si introducimos un germen productor de otra enfermedad similar a la

que se quiere prevenir. (Lopez, 2000).

2.5 TIPOS DE VACUNAS ANTIRRABICAS

De acuerdo a la naturaleza del virus en el producto final podemos diferenciar dos
tipos de vacunas antirrabicas:

1. Vacunas inactivadas: No se puede determinar la presencia del virus residual.
Se distinguen en este grupo las elaboradas con virus fijjo en tejido nervioso vy
elaboradas en cultivos celular (Chang, 1989).

Las ventajas de las vacunas a base de microorganismos inactivados, consiste en que
son seguras con respecto a la virulencia residual, y relativamente faciles de
almacenar, toda vez que los microorganismos ya estén muertos.

Es importante que desde el punto de vista antigénico, los microorganismos

inactivados sean lo mas similares posible a los microorganismos vivos. Los agentes
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alquilantes producen uniones cruzadas en las cadenas de los acidos nucleicos,
también son suficientes para matar a los microorganismos, ya que no interfieren con
su antigenicidad. Por ejemplo, el 6xido de etileno, etilenoimina, acetiletilenoimina y
propiolactona beta. (Tizard, 1998).

2. Vacunas Atenuadas o de Virus Vivo Modificado (VVM)

Requieren necesariamente una concentracion determinada de virus viable para
poder ser consideradas como tales.

Entre las vacunas de virus vivo se encuentran las preparadas en embridén de pollo
mediante un reducido numero de pases, o de alto numero de pases, y la elaborada
en rinon de cerdo (Cepa ERA).

Las vacunas segun el tipo de tejido se dividen en:

1. Vacuna de Encéfalo de Rata Lactante: se utilizan ratas lactantes de 4-8 dias
de edad; para la infeccion se emplea la Cepa Pasteur de virus fijo, que ha sido
sometida a 3249 pases por cerebro de conejo.

2. Vacuna de Tipo Semple: Es una emulsion al 10% de cerebro de conejo
infectado con virus de rabia inactivado con fenol, que presenta el riesgo de producir
una encefalomielitis alérgica, en el 0.01-3% de los casos, de los cuales el 20%
mueren y otro 30% sufre secuelas permanentes.

3. Vacuna de Tipo Fermi: Consiste en una suspension acuosa al 5% de tejido
encefalico de cordero o de cabra inoculado con virus rabico fijo.

Aunque esta vacuna se suele clasificar como una vacuna inactivada, contiene una
cantidad precisamente determinada de virus activo y, por lo tanto, es una vacuna
mixta atenuada e inactivada.

La ventaja de este tipo de vacuna es su facilidad de preparacién; sin embargo existe
la evidencia de los accidentes ocurridos en Brasil donde se presentaron 18 casos de
rabia en personas tratadas con vacuna de este tipo y en consecuencia la

Organizacién Mundial de la Salud no recomendd su uso en seres Humanos.
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4. Vacuna de Cerebro de Ratén Lactante (CRL) tipo Fuenzalida y Palacios: es
una suspension de virus rabico al 1% de CRL infectado con virus fijo centrifugado y

completamente inactivada.

Actualmente ya no se utilizan las vacunas tipo Fermi, Semple y de Cepa ERA. Hoy
en dia las vacunas mas difundidas son la CRL, las de cultivos celulares y las

recombinantes.

Las de cultivos celulares son:

- Vacuna HDCV (Human Diploide Cell Vaccine).

- Vacuna RVA (Rabies Vaccine Adsorbed).

- Vacuna BHK (Baby Hamster Kidney).

- Vacuna PCEV (Purified Chick Embrio Vaccine).

- Vacuna PDEV (Purified Duck Embrio Vaccina).

- Vacuna PVRYV (Purified Vero cell Rabies Vaccine).

La vacuna disponible en Espafa es la HDCV (Human Diploide Cell Vaccine).

Es una vacuna de cultivos celulares constituida por una suspension concentrada,
estabilizada y liofilizada, de virus de la rabia, cepa Wistar Pitman-Moore L503-3M
cultivados en células diploides humanas e inactivadas con beta-propiolactona
contiene neomicina y agua destilada como disolvente.

Las ventajas de la vacuna HDCV es que esta libre de proteinas heterdlogas, induce
una elevada inmunidad y presenta una muy buena eficacia. El principal
inconveniente es su elevado precio.

Todas las vacunas de cultivos celulares tienen una eficacia parecida y estan libres de
reacciones alérgicas importantes. Si es necesario, pueden intercambiarse en el

mismo paciente cuando se utilizan por via intramuscular. (Blanco y Jiménez, 2003).

Las vacunas recombinantes se usan solo las partes especificas del virus que

necesita el animal para quedar protegido y se eliminan todas las partes patégenas o
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sea todo aquello que pueda causar algun dafio al animal incluso llegar a producir la
enfermedad.
Existen tres categorias de vacunas recombinantes.

Tipo 1: vacuna de sub-unidades.

Tipo 2: vacuna con remocién de genes.

Tipo 3: vacuna con un vector viral.

En el mercado hay varias vacunas disponibles; incluso en Estados Unidos y Europa
se utiliza una vacuna contra la Rabia via oral que se administra mediante cebos a
zorros 0 mapaches jovenes y adultos, provoca titulos elevados de anticuerpos
neutralizantes de virus y confiere proteccion contra una prueba de desafio. Gracias a
éste tipo de tecnologia segura y efectiva se esta eliminando el gran problema que

existe de rabia en esos paises. (Fernandez. 2006). (OMS, 1992).

2.6 HISTORIA DE LA VACUNA DE CEREBRO DE RATON LACTANTE

La elaboracion de la vacuna contra la rabia ha despertado mucho interés en diversos
cientificos, siendo Pasteur uno de los principales pioneros quien administré la vacuna
en humanos por primera vez el 6 de julio de 1885, por via subcutanea y, consistia de
extractos de médula espinal de conejos conservada en un frasco abierto durante 15
dias, con la cual se obtuvieron resultados favorables en la prevencion de la rabia en
humanos (Baer, 1975).

Para la elaboracion de la vacuna CRL, se utilizan como materia prima cerebros de
ratones lactantes de 5-6 dias de nacidos; ya que desde 1947 Kabat y Col.,
demostraron que los agentes encefalitogénicos presentes en los cerebros de
animales adultos, no existian o no se detectaban en los cerebros de los mismos
animales recién nacidos. Posteriormente en 1962, Svet Moldavsky realizé un estudio
similar en diferentes especies de animales y a diferentes dias de nacidos para
determinar la fecha de aparicién de estos componentes encefalitogénicos; en el caso
de los ratones se comprobo su presencia a partir del noveno dia de nacidos (Chang,
1989).
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La vacuna de Cerebro de Raton Lactante (CRL) se prepard por primera vez en el
Instituto Bacterioldgico de Chile en 1954. Al principio esta vacuna se aplico a los
perros y el uso en el hombre empez6 a titulo experimental en 1960. De 1960 a 1962
se hicieron 2400 tratamientos controlados en humanos y desde entonces, la vacuna
CRL ha sido la unica utilizada en Chile, tanto en el hombre como en el perro. Se usa
también en la mayor parte de los demas paises sudamericanos y en México para la
profilaxis de la rabia humana. En Argentina, Chile y Uruguay se emplea comunmente
en los programas de lucha contra la rabia canina o para humano (Kaplan y
Koprowski, 1976).

Hasta la década de los 60, la vacuna que elaboraba y aplicaba el Instituto Pasteur de
tejido nervioso de conejos adultos inactivada con formol, era una vacuna mas segura
que la original desarrollada por Pasteur, por haberse reemplazado el proceso de
atenuacion del virus por desecacidén, a una inactivacion quimica por accién del

formol; sin embargo el valor antigénico era reducido (Baer, 1975).

Fuenzalida y Palacios en el afio de 1954 se basaron en estas experiencias y en la
comprobacion de que los cerebros de los ratones lactantes actuaban como mejores
antigenos que los adultos, por presentar una mayor concentracién del virus al final
del periodo de incubacién, por lo cual prepararon una nueva vacuna antirrabica.

Con el fin de minimizar el riesgo de la presencia de la mielina en el material
cosechado para la produccion de vacuna, se introdujo dicha modificacion en el
método original, descrito por Fuenzalida y Palacios. Al compararla con las primeras
vacunas de tejido nervioso, la CRL tiene una mayor concentracion de antigenos en
un menor volumen de tejido nervioso.

América Latina y el Caribe elaboraron durante 1985 mas de 5,200,000 dosis de
vacuna de CRL en 19 laboratorios productores oficiales para la vacunacion de los
tres millones de personas que anualmente requieren tratamiento antirrabico, segun la
informacién enviada por los paises al Centro Panamericano de Zoonosis
(CEPANZO). Las vacunas de uso veterinario son elaboradas por laboratorios

oficiales y algunos privados. En 1985, los primeros produjeron alrededor de 25
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millones de dosis, de las cuales 87% fueron de vacuna CRL. (Datos inéditos Centro
Panamericano de Zoonosis, OPS/OMS, 1986).

Actualmente esta vacuna se encuentra mas difundida en América Latina, tanto para
el control de la rabia canina, como para su uso en el tratamiento antirrdbico humano
(Acha y Szyfres, 2003).

Segun el Comité de Expertos en Rabia se destaca la importancia de verificar la
actividad de cada lote de vacuna antes de autorizar su empleo. En nuestro pais, a los
comienzos de los afios de produccion (1994) el nivel minimo establecido de potencia
para este tipo de vacuna es de 0.6 Ul para vacuna humana y, 0.8 Ul para uso canino,
aunque los expertos en rabia de la OMS recomiendan que la potencia minima de la
vacuna debe de ser de 1.3 Ul al menos para uso humano (Guarnera, 1993). Y en los

ultimos afos se ha tenido que alcanzar esos valores exigidos.

PRODUCCION DE VACUNA CRL

En El Salvador en el aino 1994 se inicié un proyecto en el Laboratorio de Productos
Biologicos del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, con la ayuda de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Instituto de Salud Publica de Roma,
para la elaboracién de la vacuna de tipo CRL. Anteriormente la vacuna era obtenida

por donaciones de organizaciones y paises amigos.

A partir de ese mismo afno se inicio la produccion de la vacuna en nuestro pais, y es
elaborada de la siguiente manera:

Se utiliza como materia prima ratones albinos suizos, linaje n: NIH (s), provenientes
del Laboratorio del Instituto Nacional de Salud (NIH) de Virginia de los Estados
Unidos de Norte América desde el afo 1993, cepas de virus fijo 51 de origen canino
y CVS de Pasteur que se le utiliza también para el control de calidad antigénica de

vacunas antirrabicas.
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2.7.1 Preparacion del virus semillay virus trabajo.

VIRUS SEMILLA: La cepa liofilizada certificada, se diluye con suero de carnero al
2%, el cual se prepara filtrando en un embudo de porcelana y papel filtro e
inactivando el suero a 56° C para congelarlo a ultrabaja temperatura en alicuotas de
10 ml hasta el dia de su uso; posteriormente se descongela y se afora 2ml de suero
a 100 ml de solucion fisiolégica mas antibiotico al 0.1%. Luego se hacen diluciones
hasta 10 que es la que contiene aproximadamente unas 1000 DLsg y la que se

ocupa para la inoculacion, con la cual se procede a inocular los ratones.

Estos se mantienen en observacion y cuando se encuentran en estado de postracion
se sacrifican con éter 6 cloroformo; se realizan varias lavadas con agua y enseguida
se desinfectan con fenol al 5% por 10 minutos; se dejan escurrir por un tiempo
prudencial y en una camara de flujo laminar se les extrae manualmente el cerebro
asépticamente; utilizando tijeras y pinzas de diseccion estériles. El tejido cerebral
cosechado se coloca en frascos estériles y se prepara una suspension al 20%,
siempre con diluyente de suero de carnero al 2% refrigerado (este puede ser ademas
de equino y conejo) y se procede a la molienda en 3 tiempos de 1 minuto cada uno

intercalando 1 minuto de reposo entre cada molienda.

Esta suspension al 20% se somete a centrifugacion a una velocidad de 2500 RPM

durante 5 minutos.

El sobrenadante obtenido se distribuye en viales con alicuotas de 0.5 mL cada uno y

se identifican como “virus semilla”.

Estos frascos se guardan a ultra baja temperatura (-65 a —70° C) y posteriormente se

procede a las diferentes pruebas de control de calidad.

VIRUS TRABAJO: Para la elaboracion de este virus se siguen los mismos pasos

que el anterior, a partir de un vial de virus semilla.

NOTA: El titulo minimo que debe tener el “virus trabajo” es 10°; para ser considerado
como satisfactorio para la produccion de vacuna antirrabica en las diferentes etapas

(preparacion de inoculos, desafios de vacunas, y también en las pruebas de
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sueroneutralizaciones del personal de laboratorio). La titulacibn se repite

necesariamente cada 6 meses.

2.7.2 Método de produccién de vacuna antirrabica.

Los tipos de virus que se utilizan en este laboratorio para la produccién de vacuna

antirrabica son:

CVS solo para vacuna humana (Monovalente) y CVS con cepa 51 se utiliza en

vacuna de uso canino (Bivalente).

2.7.2.1 Preparacion del inoculo.

A partir de un vial de “virus trabajo” (CVS y 51) se preparan diluciones que
contengan entre 750 y 1000 DL50/0.01ml con diluyente de suero de carnero al 2%, El
volumen de este indculo se prepara de acuerdo al numero estandarizados de ratones

a inocular.

1. Inoculacién de los ratones.
Los ratones lactantes utilizados para la fabricacién de vacuna humana deben tener

como maximo 1 dia de nacido y para la fabricacion de vacuna canina de 5 a 6 dias.

La inoculacion se hace intracerebralmente inyectando 0.01 ml de la dilucion
previamente determinada, y para ello se utiliza jeringa de 1 ml. Finalizada la
inoculacion de cada camada de ratones, se reintegran al estante donde

permaneceran con sus respectivas nodrizas hasta el dia de cosecha (3 dias).

2. Cosecha de Cerebros.

Al finalizar el tiempo de incubacion de 72 horas después de su inoculacion, se
recolectan solo los animales vivos y se sacrifican con éter o cloroformo,
especificamente para vacuna canina que rutinariamente se hace los dias lunes y
jueves de cada semana. Para la vacuna humana, los ratones se sacrifican por
congelacion a ultra baja temperatura y se van acumulando hasta tener un numero

adecuado para poder producir entre 10,000 y 12,000 dosis por lote.
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Los ratones colectados se desinfectan con fenol al 5%, sumergiéndolos durante 10
minutos; se escurren y se mantienen a temperatura de refrigeraciéon hasta el

momento de la extraccion.

La cosecha de los cerebros se realiza mediante succidn por vacio, y dicha extraccion
se realiza dentro de camara de flujo laminar utilizando aguja de calibre No. 18 x 1 V%

de largo

Todos los frascos con tejido cerebral se almacenan a ultra baja temperatura (-58 a -

62 °C) hasta el momento de su uso previamente identificado.

2.7.2.2 Fabricacion de la vacuna.
Para la fabricacion de la vacuna se esteriliza el cubiculo de trabajo durante 6 horas
mediante nebulizaciones con soluciones desinfectantes y encendido de lampara

ultravioleta, previo a la fabricacion de la vacuna.

En el dia anterior por la tarde se descongelan los frascos con tejido a ser utilizado en

la fabricacion y se guardan en refrigeracion entre 2- 8 °C.

Posteriormente se realiza la molienda del tejido nervioso que contienen dichos
frascos sumando 600 gramos de cepa 51 e igual cantidad de cepa CVS. Se
decantan a un frasco especial para su respectiva molienda a una concentracion del
50% (p/v), o sea, utilizando 600 ml de diluyente para vacuna.

Dicha molienda se realiza en frascos de 2 Litros en 3 tiempos alternos de 1 minuto y
Y2 minuto de descanso; finalmente se deja reposar por 10 minutos, manteniéndose

durante todo el proceso de molienda en agua con hielo.

CENTRIFUGACION: PREPARACION DE LA SUSPENSION AL 20% PARA USO
CANINO Y AL 10% PARA USO HUMANGO.

a) La suspensién al 20% en el caso de vacuna canina y al 10% en el proceso de
vacuna humana, se distribuye en 4 frascos de centrifuga de 1,000 ml, a una
velocidad 2,800 R.P.M durante 15 minutos.

b) Se separa el sobrenadante por decantacion.
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c) Se compensa la pérdida ocasionada en la centrifugacién de la suspension al
20%, especificamente en la elaboracion de vacuna canina y en seguida se duplica el
volumen para obtener una concentracion al 10%. Si al final se obtiene una potencia
préxima a la establecida (1Ul), se diluira finalmente conforme al sobrenadante
obtenido al 20%. En el caso de vacuna de uso humano, no se recupera el precipitado
y se lleva a su dilucion final a partir del calculo segun sobrenadante.

d) De la concentracion al 10% se toma una muestra para elaborar las pruebas
de recuento bacteriano, titulacion viral y un volumen para memoria que se guarda a
ultra baja temperatura. El titulo minimo de virulencia debe ser 10%° DLso/0.03 ml en
ratones de 11-15 g

e) Para los primeros controles de calidad las vacunas se dejan en las siguientes

concentraciones: vacuna canina al 10% y vacuna humana al 5%.

FASE DE INACTIVACION.

En el Laboratorio se utiliza la inactivacion quimica con el reactivo -Propiolactona en
una proporcion de 1:4000 utilizando una pipeta y se toma el volumen predeterminado
de B-Propiolactona diluyéndola en un beaker que contenga diluyente para vacuna;
refrigerado en una proporcién de 1:10, y se agita hasta lograr hidrolizar el quimico.

La B-Propiolactona diluida se agrega a la suspension viral, agitandola a temperatura
ambiente por 30 minutos; se agrega también Fenol (1:1000) el cual se diluye 1:10 y
se utiliza mertiolate al 10%(1:1000).

Se controla el PH de la vacuna que debe estar entre los rangos de 7.2-7.4,
especialmente durante los primeros 3 dias, utilizando solucion tampén GLICOCOLA;
de la siguiente manera:

1% control: Se hace en las primeras 24 horas, ya que en esta fase es donde la
vacuna concentrada se acidifica mas significativamente por la accién de la B-
Propiolactona.

2%ontrol: Se hace a las 72 horas, y se toma una muestra representativa de 2 ml,
para la prueba de potencia (NIH). Después de este control se deja en reposo hasta

su dilucidn final.
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Si se obtienen los resultados satisfactorios, se procede a la dilucion final hasta
obtener una concentracion del 2% para uso humano y del 4% para uso canino;
completandose la cantidad de fenol y tiomerosal a cada una de las vacunas sin

perder la relacién de 1:1000; quedando lista para su respectivo envase.

ENVASE

Para la distribucion de la vacuna a granel se utiliza una pipeteadora automatica y
frascos de 10 ml (10 dosis) para vacuna humana y de 50 ml (50 dosis) para uso
canino.

En la identificacion de los frascos se detalla el nombre del Laboratorio productor,
Tipo de vacuna, concentracion, N° de ml por dosis, nimero de lote y la fecha de
expiracion.

Del total de frascos se obtienen al azahar 5 frascos de 50 ml para uso humanoy 5

de 250 ml de uso canino con el fin de efectuar controles de esterilidad.
Produccion de lotes y dosis de vacunas del Laboratorio de biologicos del MSPAS:

En el 2004 y 2005 se fabricaron 38 lotes y cada uno de ellos contenia 30,000 dosis
haciendo un total de 1, 140,000 dosis de vacuna. Y el 2006 produjo 49 lotes con
también 30,000 dosis haciendo un total de 1, 470,000.

El Laboratorio Nacional de Control de calidad sera el primer ente verificador de la

vacuna antirrabica fuera del Laboratorio Productor.
2.7.2.3 Requisitos de potencia

El Comité recomendd que no se autorice el uso de vacunas inactivadas de uso
veterinario con una potencia de menos de 1,0 IU por dosis, medida por la prueba
NIH, a menos que se haya demostrado, mediante un experimento adecuado, que la
inmunidad que confieren esas vacunas dura un afio, como minimo, en las especies

en las cuales ha de ser empleada la vacuna. (OMS, 1992).
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3. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

La rabia es un problema de salud publica muy importante de los paises en desarrollo,
principalmente por el mantenimiento del ciclo tanto urbano (perros, gatos), como

silvestre (murciélagos y otros animales como zorro y el mapache) (MSPAS, 2006).

Por ser considerada una de las principales zoonosis a nivel mundial, y carecer de
tratamiento, la unica forma de controlar esta enfermedad es a través de un plan

preventivo.

En nuestro pais, una de las formas de prevenir la rabia es a través de la aplicacion
de una vacuna de buena calidad a aquellos animales de compafia mayormente
involucrados en la transmision de la rabia, principalmente la especie canina. Por lo
cual el MSPAS realiza campafias de vacunacién a nivel nacional para tratar de

reducir los problemas de rabia.

A pesar de los esfuerzos que realiza la Institucién, segun registros afio con afno se
presentan numerosos casos de rabia canina, incluso en aquellas areas donde se han
desarrollado campafias de vacunacion. Esta situacion puede obedecer a diferentes
causas entre las cuales podria destacarse el disefio de las campafias de vacunacion
(cobertura), manejo inadecuado (como cadena de frio, mala aplicacién) o la calidad
inmunogenica de la misma ya que a la fecha no se han realizado estudios en donde
se determine la eficiencia de la vacuna aplicada a los caninos mediante la prueba de
seroneutralizacion, para determinar si los niveles de proteccion que confiere la

vacuna tipo CRL son los valores que establece la OMS.
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4. JUSTIFICACION

La rabia es una zoonosis que afecta al sistema nervioso central (SNC), que se
observa en todos los animales de sangre caliente. Se transmite por la inoculacion de
virus rabico contenido en la saliva de un animal infectado, principalmente por
mordedura. Segun estadisticas de la Organizacién Panamericana de la Salud, en el
afio 2000, el principal animal transmisor de esta enfermedad a nivel mundial fue el
perro con el 73,1% de los casos; los demas se distribuyeron en murciélagos, gatos,
zorros y monos (MSPAS, 2006).

Para la prevencién y control de la rabia en nuestro pais se realizan campafas de
vacunacion periédicas donde se aplica la vacuna tipo CRL al 4%, con dosis de 1 mL
por animal (MSPAS, 2006).

En El Salvador, segun datos del MSPAS, en los ultimos cinco anos se registraron
numerosos casos de humanos mordidos por animales transmisores de rabia, entre

los cuales se implica principalmente al perro (MSPAS, 2006).

Cuadro 2. Casos de personas mordidas por animales transmisores de la rabia

Casos/Afos 2001 2002 2003 2004 2005 2006 | 2007

Personas

mordidas por
animales 21,650 | 23,365 | 38,202 | 33,562 | 28,381 | 29,919 |4,435*
transmisores
de Rabia

*Hasta el 22 de febrero del 2007. (Mena y Zufiga, 2001) (MSPAS, 2004-2007).
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Cuadro 3. Casos de Rabia Humana

Casos/Anos 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Rabia
3 6 4 1 2 1
Humana

(Mena y Zafiga, 2001) (MSPAS, 2004-2007).

Asi mismo, los casos de rabia en caninos continuan siendo los mas significativos, tal

y como se demuestra en el siguiente cuadro.

Cuadro 4. Casos de rabia, por especie animal y afio, diagnhosticados por MSPAS

y MAG
Ano/ < :
< <
z |2 |z |z 2 |2Y ¢ 3
L |2 13]5 x|z 8 | B
Especie S L Q = |o < 2 5 =
a &
2003 207 31 5 1 1 244
2004 195 34 21 1 1 252
2005 128 11 28 6 2 175
2006 178 33 | 342 1 3 1 240
TOTAL
708 99 88 7 4 4 2 912
CUATRIENIO

*: Murciélagos Hematdéfagos.
**. Animales en cautiverio como Mapache, Criseto y Zorrino.

En el cuatrienio 2003 - 2006 el MSPAS ha vacunado un promedio de 785,202
caninos anualmente contra la rabia con coberturas variables. Los casos de dicha

enfermedad en esa especie se han reducido de 207 a 128 del 2003-2005, lo cual
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demuestro que en alguna medida las campafias de vacunacion han tenido un efecto
positivo, sin embargo, en el 2006 los casos aumentaron a 178, de ahi la importancia

de la adecuada y eficaz vacunacion en dicha especie (Ver Grafico A N° 1).

Por otro lado, en el afio 2005 se constaté por primera vez la existencia del virus
rabico en murciélagos hematéfagos (vampiros), lo cual confirmo la presencia de rabia
aeérea, lo que se relaciona con un increment6 en numero de casos registrados en los
bovinos (Vargas, 2005). Registros del afio 2006 sefalan la presencia del virus en

dicha especie en el sur del departamento de La Paz.

Cuadro 5. Casos de rabia en zona urbanay rural

2004 2005 2006
ORIGEN | Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia %
RURAL 122 48.4 120 68.2 131 53.9
URBANO 130 51.6 56 31.8 112 46.1
TOTAL 252 100 176 100 243 100

Esto nos demuestro que en los ultimos tres afios, y probablemente desde mucho
tiempo atras, el perro es el animal con mayor numero de casos de rabia y el principal
transmisor de la enfermedad. Ademas como lo muestra el cuadro N° 5 la frecuencia

de casos de rabia tanto a nivel urbano como rural es similar.

Sin embargo el problema que se plantea en el presente estudio obedece a que
existen reportes oficiosos de casos confirmados de rabia en perros con historial de

vacunacion reciente, lo que crea dudas sobre la eficacia y la calidad de la misma.

Debido a que en nuestro pais no se han realizado investigaciones sobre los niveles
de proteccion que confiere directamente a los caninos la vacuna elaborada en el

MSPAS, el presente estudio contribuird a complementar su evaluacion.
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En la investigacion se observara la respuesta serologica en caninos de dos a seis
meses de edad vacunados por primera vez contra la rabia, lo que evita la posibilidad
que los cachorros presenten titulos de anticuerpos por vacunaciones anteriores;
como es el caso de los perros adultos. De esta manera, se conocera si ésta
proporciona un nivel de proteccion adecuado a dichos caninos al momento de
enfrentarse a una exposicion al virus calle de la rabia, brindando de esta manera una

mayor confianza a las campafias de vacunacion del MSPAS.

5. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION.

Ho: La vacuna antirrabica de Cerebro de Ratéon Lactante proporciona niveles
satisfactorios de proteccidén a los perros vacunados, comprobado con la respectiva

titulacién de anticuerpos.

6. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

General:
Medir los titulos de anticuerpos que produce la vacuna antirrabica para caninos
elaborada en El Salvador, para verificar el nivel de proteccién inmunologica que

proporciona a dicha especie.
Especificos:

. Establecer la metodologia para el uso de la técnica de seroneutralizacion en

caninos con el fin de evaluar la efectividad de la vacuna.

. Comparar la respuesta inmunitaria con respecto a la edad de los caninos en

estudio para evaluar la respuesta 6ptima.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Generalidades.

7.1.1. Ubicacion del estudio:
Los lugares donde se llevo a cabo nuestra investigacion fueron:
1. Las instalaciones del Laboratorio Central de Diagnéstico Veterinario y Control de
Calidad especificamente en el area de Diagndstico de Rabia de la Direccién General
de Sanidad Vegetal y Animal del Ministerio de Agricultura y Ganaderia, ubicado en El
Cantén Matazano, municipio de Soyapango, en el cual se realizé la prueba de

seroneutralizacion.

2. Casas particulares ubicadas en tres municipios del area metropolitana del
Departamento de San Salvador y La Libertad donde habian nacido y permanecido
los animales de experimentacion a todo lo largo de su vida. Los sitios fueron los
siguientes: San Salvador, 11 caninos en los barrios La Vega y San Jacinto; colonias
Santa Marta, La Campifia y La Cima. De Mejicanos 3 caninos en Zacamil. De
Soyapango 1 canino en Reparto Santa Cecilia. De Nueva San Salvador 5 caninos en

Pinares de Suiza, Hacienda San José y Jardines de Merliot.

Duracién de la Investigacion:
La investigacion se realizo durante los meses de mayo a diciembre de 2006.
El tiempo que durd el proyecto de investigacion es de aproximadamente 7 meses,
finalizando con la presentacion del informe final en el mes de marzo de 2007.
El estudio se dividi6 en dos fases: una de campo (registro de caninos, toma de

muestras y vacunaciones) y otra de laboratorio (prueba de seroneutralizacion).

Descripcion de las unidades en estudio:
Para el estudio se utilizaron caninos no vacunados contra la rabia con edades entre 2
y 6 meses, seleccionados sin especificacion de razas, posteriormente vacunados

contra la rabia con vacuna CRL y manejados en condiciones similares.
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7.3 METODOLOGIA DE CAMPO:

7.3.1 Toma de datos:
Para la toma confiable de datos se utilizd una ficha de registro de los caninos con la
informacion siguiente: nombre del propietario, direccion, teléfono, identificacion del
perro, numero, nombre, sexo, fecha de nacimiento, peso, color, raza, tamafo, fecha
de vacunacion, lote de vacuna, fecha de toma de muestra de sangre del dia 0 y dia
21 postvacunacion y también el titulo obtenido terminada la prueba de laboratorio

(ver Anexo 1).

7.3.2 Toma de muestra.

Se colectaron muestras de sangre de 20 caninos aparentemente sanos y de
diferentes razas, con edades entre 2 a 6 meses; el dia 0, 5 mL de sangre de la vena
safena o cefalica y se administr6 1 mL por via subcutanea de la vacuna antirrabica
CRL, la cual fue obtenida de los lotes 07 y 11 escogidos al azar, de la produccion del
laboratorio de biologicos del MSPAS. Para tal fin los perros se distribuyeron en dos
grupos de 10 cachorros cada uno, el grupo 1 fue inoculado con vacuna del lote 07 y
el grupo 2 con el lote 11. Se proporcion6 una cartilla de vacunacion a los duefios. Los
perros se mantuvieron por 21 dias en sus domicilios y se les administré una racion
diaria de concentrado durante dicho periodo. Asi mismo se instauré un plan
profilactico previo al estudio, el cual consistié en la aplicacién de un desparasitante a
base de Ivermectina por via subcutanea en dosis de 0.06 ug por Kg de peso vivo,
incluyendo ademas una desparasitacion via oral (Prazicuantel, Pirantel y Febantel) a
razon de una tableta por cada 10 Kg. de peso vivo, la cual se inici6 un mes antes de
comenzar la investigacion. Ademas se aplicé una vacuna multiple, compuesta por los
siguientes antigenos virales: Parvovirus, Adenovirus tipo 2, Parainfluenza, Distemper
y bacterina inactivada de Leptospira, a dosis de 1 ml por via subcutanea, dieciséis
dias antes de administrar la vacuna antirrabica.

A los 21 dias de la primovacunacion se realizd otra toma de sangre a cada perro,

obteniendo asi un total de 40 muestras.
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7.3.3 Materiales utilizados:

- Desparasitantes: Prazicuantel, Pirantel, Febantel e lvermectina.
- Vacuna Multiple.

- Vacuna antirrabica CRL.
- Concentrado comercial.
- Tubos de ensayo.

- Jeringas de 5 ml.

- Hieleras.

- Hielo.

- Bozales.

- Alcohol.

- Algodén.

7.4 METODOLOGIA DE LABORATORIO

7.4.1 Inmunizacion de personal involucrado
Antes de iniciar la fase de laboratorio, las personas involucradas en el presente
estudio se sometieron a la prueba de seroneutralizacion, resultando que todas
poseian titulos mayores al de referencia; por lo cual, por razones de seguridad
solamente se aplicé una dosis de refuerzo. Esta prueba se realizé en el Laboratorio
de Productos Biologicos del MSPAS anexo a la DGSVA.

7.4.2 Practicas de Manejo
Durante un periodo de cuatro semanas se realizaron practicas de manejo
proporcionadas por personal especializado en los laboratorios del MSPAS y del MAG
como lo fueron: organizacién de un bioterio de ratones, aspectos reproductivos,
normas de bioseguridad, sujecion e inoculacion intracerebral, manejo de equipo de

laboratorio y diluciones de virus a partir de un titulo conocido.
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7.4.3 Procedimiento de Laboratorio

El suero sanguineo obtenido fue inactivado en bafio maria a 56° C por 30 minutos,
para suprimir la actividad del sistema del complemento (Rovozzo y Burke, 1973),
luego fue almacenado en congelacién a -76 y/o -80° C, en el area de Diagndstico de
Rabia hasta el dia de su analisis.

Se dispuso de un bioterio de ratones albinos, en los cuales se realizaron 7 cruces de
reproductores cada 15 dias, con 30 hembras y 10 machos por cruce y se ubicaron
tres hembras por macho, se llevo un registro de los cruces y partos (ver Anexo 2 y 3);
15 dias después las hembras evidentemente prefiadas fueron separadas en jaulas
individuales para controlarlas al momento del parto; 21 dias después los ratones
nacidos con peso de 11 a 14 g, fueron distribuidos en numero de ocho por jaula para
la inoculacién intracerebral de cada una de las diluciones segun técnica descrita mas
adelante.

Los ratones fueron manejados en jaulas que estuvieron en el Laboratorio de
Diagndstico de Rabia bajo un ambiente controlado, alimentacién de concentrado
especial y agua ad libitum.

Se realizaron 7 pruebas de seroneutralizacion cada 15 dias hasta finalizar con las 40
muestras.

Por cada muestra sanguinea se utilizaron cuatro jaulas de siete a ocho ratones cada
una identificada con los datos del canino y su respectiva dilucién 1:5, 1:25, 1:125,
1:625, y tres jaulas mas para los testigos identificados con la dilucién respectiva del
virus; (Palomo y Aguila, 1981) (Chang, 1989); utilizando un total de 216 ratones de 21
dias para seis muestras problema.

La observacion de los ratones inoculados se realizé diariamente hasta cumplir 14
dias que es cuando finaliza la lectura de la prueba, se llevd un registro en el cual se
detallaron los cambios que sufrieron los ratones tales como: erizamiento
(sospechosos), paralisis del tren posterior, postracién y muerte (ver Anexo 4 y 5).
Posteriormente se evaluaron los resultados con el calculo de Reed y Muench para
obtener la titulacién de cada suero.
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7.4.3.1 Técnica de Seroneutralizacion para determinar anticuerpos contra la

rabia.

Seroneutralizacién: prueba utilizada para determinar la cantidad de anticuerpos

neutralizantes presentes en un suero.

Dilucion del suero problema frente a virus constante (Se calcula entre 20 a 64
DLso)*".

1. Se inactivaron los sueros por 30 minutos a 56° C y se mantuvieron en
congelacion a -76 y/o -80° C hasta el dia en que se realizé cada prueba.

2. Se rotularon cuatro tubos de ensayo 13 x 100 mm con las diferentes
diluciones, el primer tubo con la identificacion 1:5, el segundo 1:25, el tercero
1:125 y el cuarto 1:625.

3. Se distribuy6 el diluyente (suero equino al 2%) en tubos de 13 x 100 mm
colocando 0.6 ml. en el primer tubo y 0.8 ml con pipeta de 1 ml en los
siguientes.

4. La dilucion del suero se realizd de la siguiente manera:

a. Se agreg6 0.4 ml del suero a los 0.6 ml de diluyente del primer tubo y
se descarto la pipeta y resulto la dilucion 1:2.5.

b. Se agité después con una nueva pipeta, y se tomé 0.8 ml del primer
tubo que contenia 1ml y se agregé 0.2 ml al segundo tubo (que
contiene 0.8 ml de diluyente) y se descartd la pipeta con el resto, y
formo la dilucion 1:12.5.

c. Se agitdé con una nueva pipeta el segundo tubo, y se tomé 0.8 ml, y se
agrego 0.2 ml al tercer tubo y se descartd la pipeta con el resto, la

dilucién quedo en 1:62.5.

1
*DL: Dosis letal.
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d. Se repitié la misma operacion con el siguiente tubo hasta alcanzar la
dilucién deseada, dilucion 1:312.5. Se descarté 0.8 ml del ultimo tubo

de manera que todas las diluciones quedaron en un volumen de 0.2 ml.

Figura 1. Esquema de dilucion del suero de referenciay los sueros problema.

5. Se hizo la dilucion del virus CVS al 20% suponiendo que tenga 40 DLs, vy el
titulo donde estaban contenidas 1 DLs, fue de 10”" en la forma siguiente:
Log40=1.6
71-16=5.5

Es la dilucion 107°° donde estén contenidas las 40DLs.
Dilucién 10 - — Dilucion 10 *°

55-4.0=15

Z*Antilog 1.5 = 31.6 ml
Expresado asi:
1 ml de la dilucién 10™*°
30.6 ml de diluyente

31.6 ml de la dilucion 107°°

2 %X ANTILOG: Antilogaritmo.
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La cantidad que se prepard para confrontar el suero fue de 10 ml y se realiza de

esta manera:

31.6 ml de dilucion 107°° 1 ml de dilucion 104°

10 ml de dilucion 10°° X

= 0.3 ml de la dilucion 10*°, para formar la dilucién 10°° y 9.7 ml de diluyente.

Se utilizo el procedimiento siguiente:

a.

Se descongeld la ampolla de virus CVS al 20 % a temperatura ambiente, que
se encuentra envasado en una alicuota de 0.5 ml.

Se rotularon siete tubos de 13x 100, el primer tubo 107", el segundo 1072, el
tercero 107, el cuarto 10™, el quinto 102 el sexto 10°° y el séptimo 107°.
Se distribuyd con pipeta de 1ml, 0.3 ml de diluyente al primer tubo y desde el
segundo tubo hasta el séptimo 0.9 ml de diluyente en cada tubo de 13x 100
colocados en una gradilla sumergida en un bafio de agua con hielo.

Se agité en un vortex (remolino eléctrico) la alicuota de CVS, con una pipeta
de 1 ml se tomo el contenido de virus y descarg6é 0.3 ml por la pared del

primer tubo con diluyente y se descarté la pipeta. Dilucion 10™.

Se agito el primer tubo en el vortex, con una nueva pipeta se transfirio 0.1 ml

del primer tubo al segundo tubo con diluyente, con las mismas precauciones

anteriores y se descarté la pipeta. Dilucién 107

Se repitioé el mismo procedimiento hasta el cuarto tubo al cual corresponde la

dilucion 10

Luego se prepard la dilucién 10 rotulando un frasco de 10 ml como 10°°

segun el calculo logaritmico realizado anteriormente y se descargd con una

pipeta de 10 ml 9.7 ml de diluyente y 0.3 ml de la dilucién 10, para formar la

dilucién 10 donde estan contenidas las 40DLso.

De esta dilucién se tomd 0.1 ml y se transfirid al sexto tubo quedando la

dilucién 10°° y del mismo tubo se transfirid 0.1 ml al séptimo tubo dilucién

107°. Luego el frasco de la dilucién 10" se agité nuevamente y se sell6 el
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frasco, para luego inocular a los ratones. Estas ultimas tres diluciones de
CVS 105, 10%° y 107 son las que se inocularon a los ratones que sirven
como testigos, para saber que se ha utilizado una dosis letal suficiente para

confrontar los sueros y asi obtener una respuesta.

Figura 2. Esquema de dilucién del virus CVS

O09ml de dilupente al resto de los tubos

dil

I“ym\u $r||| u:n ml 0 1ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1ml
0.3 ml o T~

ﬁ B _jr_“ o - ’
ﬁ —
. _ - - -5.5 -B.§ =18
ovs 2o LU o 3 0 0 10 10
0. Il de |3 dilucisn 107 “maz 9.7 ml de 10 ~Es

diluyente para formar la dilucién 10755

Escparernra de ol cron o el veas OUS

Confrontacion del suero con el CVS.

Se distribuyd la dilucién de virus que contenia 40DLsy tedricas que es la
dilucion 10 y con una pipeta de 2 ml se distribuyé en volimenes de 0.2 ml
en cada uno de los tubos que contenian las diluciones del suero con 0.2 ml.
De esta manera, las diluciones del suero se elevaron al doble (1:2.5 a 1:5, de

1:5 a 1:25 asi sucesivamente) y las dosis de virus bajaron a la mitad (40 a 20
DLso).

Figura 3. Confrontacién del suero con dilucién 10°°
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10.

11.

12.

13.

Dilucién 40 ~55 E (9.7 mil de diluyente y 0.3 mi de la dilucion 10™*)

N

0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
| l l |
0.2 ml de suero en
0.2 ml 0.2ml —
0.2ml 0.2ml los cuatro tubos
1:5 1:25 1:125 1:625

Se dejo incubando, previa agitacion de los tubos, a 37.5° C en estufa durante
90 minutos.

Se enfriaron los tubos después de la incubacién, colocando la gradilla en
agua con hielo durante 10 minutos.

Posteriormente se prepararon cuatro jaulas con siete u ocho ratones cada
una para cada dilucion de suero virus previamente rotuladas y tres jaulas con
igual cantidad de ratones para los testigos que fueron inoculados con virus.
En nuestro caso por prueba se estan evaluando 6 sueros de cachorros, tres
no inmunizados y los otros ya inmunizados, por tal motivo se utilizaron un
total de 27 jaulas y 216 ratones de 21 dias de nacidos y un peso de 11-14 g.
Se inocularon, por via intracerebral a los ratones con 0.03 ml de cada mezcla
de suero y virus. Empezamos la inoculacién por la mezcla que contenia la
dilucion mas baja del suero.

Los testigos se inocularon con otra jeringa ratones del mismo tipo con las
diluciones de virus, empezando por la dilucion mas baja.

Se observaron diariamente, durante 14 dias, los sintomas de rabia que
presentaban los ratones inoculados y se llevd un registro en hojas controles
(ver Anexo 4 y 5).

Mediante la formula de Reed y Muench, se ordeno y calcul6 el titulo del virus

control, para encontrar con cuantas dosis letales fue confrontado el suero.
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14. Se calcul6 mediante la misma formula, la dilucién del suero que al ser

mezclada con el virus, ha protegido el 50% de los ratones.

Nota: Todo el procedimiento de laboratorio se realizé en una camara de flujo laminar,

para evitar contaminacion del medio ambiente.

7.4.3.2 Férmula de Reed y Muench.

Log DE 50 = log dilucion + (DP x log factor de dilucién)

% de positivos (en este caso sobrevivientes) inmediatamente

mayor al 50 % - 50%
DP _

% de positivos inmediatamente mayor al 50 % - % de positivos

inmediatamente menor al 50 %

DE: Dosis efectiva.
DP: Distancia proporcional.

Log: Logaritmo.

7.4.3.3 Materiales, equipo y reactivos.

Guantes de latex (cajas),

Papel toalla (rollos).

Gabacha blanca.

Mascarillas.

Tubos de ensayo 13 x 100 mm

Gradillas para tubos 13 x 100 mm

Jeringa (tuberculina) de 1 ml (una jeringa por suero) con aguja 27 x V2"
Recipiente para descartar agujas

Pipeta de 1ml

NS N N N N N R R NN

Jaulas de polipropileno para ratones con sus respectivas rejillas
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Bafo Maria regulado a 36 + 1° C.

Mechero de Bunsen.

Vortex.

Propipeta.

Camara de flujo laminar.

CVS. (Virus rabico fijo)

Diluyente (agua destilada con 2% suero equino)

Suero de referencia internacional (Suero equino al 2%).

Suero problema.

LS N N N N N R N NN

Hielo.

7.4.4 Ensayo de la técnica de seroneutralizacion
Se realizd la prueba de seroneutralizacion en el perro N° 03- 2M con el suero no

inmunizado y el inmunizado.

Para esto se utilizé la féormula de Reed y Muench con los datos que resultaron de la
observacion de los ratones inoculados con las diferentes diluciones suero virus y los

testigos.

En este caso se hizo la dilucion del virus CVS al 20% el cual contenia 64 DLsy y el
titulo donde estaban contenidas 1 DLs fue de 10%° en la forma siguiente:
Log64 =1.8
6.9-1.8=51=10°"=64DLs
Dilucién 10" - Dilucién 10 ~*°
51-4.0=1.1
Antilog 1.1 =12.6 mi

Expresado asi:
1 ml de la dilucion 10™*°
11.6 ml de diluyente
12.6 ml de la dilucion 10
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La cantidad que se preparé para confrontar el suero fue de 5 ml y se realiza de esta

manera.
12.6 ml de dilucion 10" 1 ml de dilucion 104°
5 ml de dilucién 10" X

= 0.4 ml de la dilucion 10, para formar la dilucién 10" y 4.6 ml de diluyente.

Se descongel6 la ampolla de virus CVS al 20 % a temperatura ambiente, que se
encuentra envasado en una alicuota de 0.5 ml.

Se rotularon siete tubos de 13x 100, el primer tubo 10, el segundo 107 el tercero
107, el cuarto 10™, el quinto 10", el sexto 10° "' y el séptimo 107", El procedimiento

que continua es el mismo que el descrito en la técnica.

a) Titulo de suero: Suero N° 03- 2M Ninm.

Dilucion Acumulados %
Suero Muertos Vivos Muertos Vivos  Sobrevivientes
1:5 1 7 1 16 94
1:25 4 4 5 9 64
1:125 : 6 2 11 5 31
1:625 5 3 16 3 16

Férmula de Reed y Muench

Log DE 50 = Log dilucién + (DP x log factor de dilucion)

% de positivos (en este caso sobrevivientes) inmediatamente mayor
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DP__ al 50 % - 50%
% de positivos inmediatamente mayor al 50 % - % de positivos

inmediatamente menor al 50 %

(64 -50

Log DEsp=-1,4—-| ——— x 0.7
(64 - 31

—
=-1,4—-14_x0,7 | =
\33

=-1,4- (0,4x0,7) =

=-1,4- 0,28=
=-1,68
DE 50 = 1 = 1 = 1:48 (titulo de suero)
Antilog 1,68 48

1:48 = 0.96 Ul/ml.

b) Titulo de suero: De suero N° 03- 2M Inm.

Dilucién Acumulados %

Suero Muertos Vivos Muertos Vivos __ Sobrevivientes
1:5 1 7 1 26 96
1:25 1 6 2 19 91
1:125 2 6 4 13 77
1:625 1 7 5 7 58

No se realizé la formula porque la sobrevivencia estaba arriba del 50% en la dilucién

1:625
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DE 50 = 1 = 1 =>1: 631 (titulo de suero)
Antilog 2.8 > 631

>1:631=>12.62 Ul/ml.

c) Calcular la DLsg en el control de virus y las dosis letales efectivamente que fueron

usadas en la prueba de seroneutralizacion.

Dilucién de Acumulados %

Virus Muertos Vivos Muertos Vivos Mortalidad
101 7 1 20 1 95
107" 8 0 13 1 93
107" 5 3 5 4 56

No se realizé la formula porque la mortalidad estaba arriba del 50% en la dilucion 10
"1y la dilucién donde estaban contenidas las 64DL s, era la dilucién 10" por lo tanto
se hace una resta de 7.1 menos 5.1 =2

Antilog de 2 = 100.

Es decir que 100 fueron las dosis letales reales confrontadas con los sueros, DLsp=
100/0.03 ml.

Luego se realizaron las demas pruebas de seroneutralizacion con los sueros de los

cachorros no inmunizados e inmunizado (Ver Cuadro A N° 1 — 6).
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En este caso se hizo la dilucion del virus CVS al 20% suponiendo que tenga 40 DLsg
y el titulo donde estaban contenidas 1 DLso fue de 10" en la forma siguiente:
Log40=1.6
71-16=5.5

Es la dilucién 10 donde estén contenidas las 40DLso.
Dilucién 10 *® - Dilucién 10 *°
556-40=15

Antilog 1.5 =31.6 ml
Expresado asi:
1 ml de la dilucién 109
30.6 ml de diluyente
31.6 ml de la dilucién 10°°

La cantidad que se prepard para confrontar el suero fue de 10 ml y se realiza de

esta manera:

31.6 ml de dilucion 107°° 1 ml de dilucion 1074°

10 ml de dilucion 107°° X

= 0.3 ml de la dilucién 10*°, para formar la dilucién 10°° y 9.7 ml de diluyente.

Se descongel6 la ampolla de virus CVS al 20 % a temperatura ambiente, que se
encuentra envasado en una alicuota de 0.5 ml.

Se rotularon siete tubos de 13x 100, el primer tubo 10", el segundo 107, el tercero
107, el cuarto 10™, el quinto 10°° el sexto 10°° y el séptimo 107°. El procedimiento
que continua es el mismo que el descrito en la técnica.

7.5. Metodologia estadistica:

Debido a que el estudio realizado es una investigacion dirigida no se aplicara un

método estadistico especifico, ya que la poblacion a evaluar es muy pequeia.
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Nuestro seminario consistié en la manipulacién de dos variables experimentales no
comprobadas, en condiciones rigurosamente controladas (Grajales, 2000).

Nuestras variables a considerar fueron la edad y el titulo de anticuerpos que confirié
la vacuna; ambas variables tienen un caracter independiente.

Los datos obtenidos fueron analizados por medio de una estadistica descriptiva, la

cual consistio en promedios, cuadros y graficos ilustrativos de estos.

8. RESULTADOS

De los 20 caninos utilizados como animales de experimentacion 16 fueron machos y
4 hembras. A todos se les administré la vacuna CRL elaborada en el Laboratorio de

Productos Biolégicos del MSPAS en dosis de 1 ml via subcutanea.

Para determinar el titulo de anticuerpos, se examinaron 40 sueros caninos, 20 fueron
recolectados el dia 0 (prevacunacién), y los 20 restantes a los 21 dias de la
inmunizacion. Todos los sueros fueron analizados mediante la prueba de

seroneutralizacion contra la rabia.

Los 20 caninos investigados con excepcion de 1, tuvieron incrementos satisfactorios
de los titulos de anticuerpos contra la rabia, arriba de la normativa internacional de

OMS para la evaluacion in vivo que es de 0.5 Ul/ml (titulo 1:25).

De los 20 sueros obtenidos al dia 0, 15 de los 20 caninos (75%) presentaron titulos
de anticuerpos por debajo del nivel de proteccion. En los 5 restantes pertenecientes
a los grupos de 2, 3 y 4 meses se encontraron titulos arriba de dicho nivel (ver
cuadro A N° 7 y grafico A N° 2).

Los resultados obtenidos a los 21 dias de aplicada la vacuna fueron satisfactorios, ya

que el 95% de los perros sobrepasaron el nivel minimo de protecciéon y el 100%

incrementaron titulos (ver grafico A N° 3).
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Los incrementos en promedio para cada grupo fueron los siguientes: 7.08Ul/ml (2
meses), 3 Ul/mL (3 meses), 4.01 Ul/mL. (4 meses), 3.06 Ul/mL (5 meses) y 3
Ul/mL. (6 meses) (Ver grafico A N° 4).

De todos los sueros examinados el dia 0, los grupos de 2, 3 y 4 meses de edad
presentaron titulos promedios de anticuerpos iguales o superiores al titulo minimo de

referencia. Los otros 2 grupos de 5y 6 meses de edad fueron inferiores.

Los resultados después de la inmunizacion correspondiente a los 5 grupos fueron
satisfactorios, debido a que el promedio menor de anticuerpos fue de 3 Ul/mL en los
grupos de 3 y 6, siendo el nivel mayor de 7.08 Ul/mL de los cachorros de 2 meses.
(Ver grafico A N° 4).

9. DISCUSION DE RESULTADOS

La edad en la cual se obtuvieron las mejores respuestas después de la vacunacion
en promedios fue la de 2 meses, aunque es un dato fehaciente, también es
discutible, debido a que en teoria los anticuerpos maternos interfieren disminuyendo

la cantidad de antigeno viral disponible.

El 41.66% de los cachorros entre los 2 y los 4 meses (5 de 12), presentaron titulos
de anticuerpos contra la rabia al dia 0, cuyo origen es todavia la inmunidad pasiva
proporcionada por la madre. Aparentemente en ninguno hubo evidencia de
interferencia de anticuerpos maternos en la produccion de anticuerpos

postvacunales.

En términos generales de acuerdo a nuestro estudio, los anticuerpos maternales
después de los 4 meses caen por debajo del nivel de proteccion (Ver grafico A N° 5).
Si tomamos en cuenta esto y el hecho de que los anticuerpos maternos no han

interferido en la respuesta inmunogénica, es que se puede reducir perfectamente la
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edad de vacunaciéon a los dos meses debido a los niveles de incidencia de rabia
canina en el pais.

En relacion a la respuesta 21 dias después de aplicada la vacuna, los resultados en
la inmensa mayoria (95%) fueron satisfactorios, ya que los valores obtenidos para los
diferentes grupos en estudio oscilaron entre 0.8 Ul/mly 12.62 Ul/ml, todos superiores
a 0.5 Ul/ml (OMS). La excepcion fue un sujeto del grupo de 5 meses de edad que no
alcanzé el nivel de proteccion (ver grafico A N° 3, cuadro A N° 7). Esto confirmo que
un porcentaje minimo de los individuos a los que se les aplica la vacuna no
responden igual que la generalidad, hecho que no hace a una vacuna ineficaz. Esto
se atribuye a que el sistema inmunoloégico de cada animal responde en forma
diferente a las vacunas ya que estas no confieren una proteccion absoluta y unica;
aunque las respuestas se encuentran dentro de la distribucibn normal en una

poblacién de animales vacunados.
Otro factor relacionado con la calidad de la vacuna CRL estudiada, fue que no se

detectd ningun tipo de reaccion indeseable en los caninos al ser aplicada via

subcutanea.
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10. CONCLUSIONES

La vacuna CRL producida por el MSPAS es eficaz ya que indujo titulos
mayores al nivel minimo de referencia establecido para conferir proteccion

contra dicha enfermedad en el 95% de los caninos del estudio.

Segun los resultados de este estudio la edad optima para vacunar caninos
contra la rabia con vacuna CRL es a los 2 meses de edad, ya que fue este
grupo el que a los 21 dias alcanzé los mayores titulos después de la

inmunizacion.

La vacunacion fue efectiva en los grupos de 2 y 3 meses no obstante la
presencia significativa de anticuerpos maternos. Esto es importante ya que
estudios previos han demostrado que a pesar de la presencia de estos

anticuerpos, siempre existen grados de susceptibilidad a la rabia.
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11. RECOMENDACIONES

Implementar como prueba de rutina en el Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social, la técnica de seroneutralizacion en caninos y felinos para

comprobar la efectividad de las vacunas antirrabicas producidas en el pais.

Realizar investigaciones futuras para determinar anticuerpos posvacunales

contra la rabia en una poblacién mas representativa con respecto a la edad.

Iniciar gestiones para fabricar vacunas de cultivos celulares, ya que hoy en dia

a nivel mundial son las mas difundidas por su alta calidad inmunogénica.

En virtud de que existen casos previsibles de no respuesta a la vacuna, para
asegurar el éxito de las campafias contra la rabia, es necesario asegurar que
las coberturas poblacionales de inmunizacion sean iguales o lo mas proximas
al 100%.
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ANEXO 1

Facultad de Ciencias Agronémicas
Departamento de Medicina Veterinaria.
Universidad de El Salvador.

Seminario de Graduacion.

Ficha interna: Investigacién de vacuna CRL en caninos de 2- 6 meses de edad.

Propietario:

Direccion:

Teléfono:

Identificacion del perro:
Ne:

Nombre:

Sexo:

Fecha de Nacimiento:

Color:

Raza:

Tamarno:

Pequefio Mediano Grande

Otras caracteristicas:

Fecha de vacunacion: N° de Lote:

Toma de muestra y Resultado:

Dia 0 Fecha: Titulo:
Dia 21 Fecha: Titulo:
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ANEXO 2
HOJA DE CONTROL DE BIOTERIO
CONTROL DE PRENADAS Y PARTOS

NO

Hembra

Tiempo de Fecha Fecha de parto
prefiez probable de
parto

N° de crias por

parto
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ANEXO 3
HOJA DE CONTROL DE BIOTERIO
CONTROL DE CRUCES

N° de Cruce

NO
Macho

de | Fecha de

Cruce

Fecha de separacion

de prefnadas

N° de hembras

prefiadas
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ANEXO 4.

TESIS DE SERONEUTRALIZACION EN CANINOS DE 2 - 6 MESES DE EDAD.

FECHA: PRUEBA: Ne:
MATERIAL INOCULADO: VOLUMEN:
VIA: ANIMAL: EDAD/PESO:
CANTIDAD: INICIO: TERMINO:
Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Fecha
1
2
To) 3
- 4
5
6
7
8
Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Fecha
1
2
¢] 3
N 4
5
6
7
8
Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Fecha
1
2
Q 3
<~ 4
~ 5
6
7
8
Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Fecha
1
2
Q 3
© 4
Al 5
6
7
8

V: Vivo. S: Sospechoso. Pa: Paralitico. Po: Postrado. M: Muerto.
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ANEXO 5

TESIS DE SERONEUTRALIZACION EN CANINOS DE 2 - 6 MESES DE EDAD.

FECHA: PRUEBA: Ne:
MATERIAL INOCULADO: VOLUMEN:
VIA: ANIMAL: EDAD/PESO:
CANTIDAD: INICIO: TERMINO:
Dias 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14
Fecha
1
2
g 3
o 4
~ 5
6
7
8
Dias 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14
Fecha
1
2
0 3
) 4
A 5
6
7
8
Dias 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14
Fecha
1
2
N 3
o 4
~ 5
6
7
8

V: Vivo. S: Sospechoso. Pa: Paralitico. Po: Postrado. M: Muerto
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Cuadro A N° 1. Resumen de resultados de prueba N° 1

Dilucion Acumulados
Suero % de Titulo de
de Muertos | Vivos
N° Muertos Vivos Sobrevivencia suero
suero
1:5 5 3 5 3 37.5
19-
1:25 8 0 13 0 1:5=0.1
6M
_ 1:125 8 0 21 0 0 Ul/ml.
Ninm.
1: 625 8 0 29 0 0
19 1:5 2 6 2 21 91 1:186 =
1:25 3 5 15 75 3.72
6M
1:125 3 5 10 56 Ul/ml.
Inm.
1: 625 3 5 11 5 31
14- 1:5 0 8 0 9 100 1:12 =
5M 1:25 8 0 8 1 11 0.24
Ninm. 1:125 7 1 15 1 6 Ul/ml.
1: 625 8 0 23 0 0
14- 1:5 0 8 0 23 100 1:224 =
5M 1:25 0 8 0 15 100 4.48
Inm. 1:125 4 4 4 7 64 Ul/ml.
1: 625 5 3 9 3 25
13 1:5 7 1 7 8 53 1:7 =
1:25 5 3 12 7 37 0.14
5M
_ 1:125 6 2 18 4 18 Ul/ml.
Ninm.
1: 625 6 2 24 2 8
1:5 0 8 0 24 100
13- 1:324 =
1:25 2 6 2 16 89
5M 6.48
1:125 3 5 5 10 67
Inm. Ul/ml.
1: 625 3 5 8 5 38
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1:5 3 5 3 20 87
09- 1:126 =
1:25 2 6 15 75
AM 2.52
_ 1:125 4 4 9 9 50
Ninm. Ul/ml.
1: 625 3 5 12 5 29
09 1:5 0 8 0 25 100 1:501 =
1:25 1 7 1 17 94 10.02
4M
1:125 2 5 3 10 77 Ul/ml.
Inm.
1: 625 3 5 6 5 45
Titulo Acumulados
Dilucion
de . Muertos | Vivos | Muerto | Vivos | % de Mortalidad DLsg
. de virus
virus S
10°° 2 20 91 DLgo= >
7.1 10°° 7 1 14 82 100/0.03
107> 1 7 64 ml.
Cuadro A N° 2 Resumen de resultados de prueba N° 2
Dilucién Acumulados Titulo
Suero ) % de
de Muertos | Vivos de
N° Muertos Vivos Sobrevivencia
suero suero
1:5 2 6 16 89 1: 52
05- 3M 1:25 4 4 6 10 63 =1.04
Ninm. 1:125 5 3 11 6 35 Ul/ml
1: 625 5 3 16 3 16
1:5 2 6 2 24 92 1: 302
05- 3M 1:25 0 8 2 18 90 =6.04
Inm 1:125 1 7 3 10 77 Ul/ml.
1: 625 5 3 8 3 27
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1:5 2 6 2 4 88
06- 3M 1: 36
1:25 4 4 6 8 57
Ninm. =0.72
1:125 5 3 11 4 27
Ul/mil.
1: 625 7 1 18 1 5
1:5 0 8 0 22 100
06- 3M 1: 209
1:25 2 6 2 14 88
Inm. =418
1:125 3 5 5 8 62
Ul/mil.
1: 625 5 3 10 3 23
1:5 4 4 4 8 66
1:10 =
17- 6M 1:25 5 3 9 4 31 0.2
Ninm. | 1:125 7 1 16 1 '
Ul/mil.
1: 625 8 0 24 0 0
1:5 1 7 1 19 95
1:107
17- 6M 1:25 0 7 1 12 92
=214
Inm. 1:125 5 3 6 5 45
Ul/mil.
1: 625 6 2 12 2 14
Titulo Dilucion | Muertos Vivos Acumulados % de DLsg
de de virus Muertos | Vivos | Mortalidad
virus
7.1 10>° 5 2 17 2 89 DLso=79
10%° ! 1 12 3 80 DLso/
107° 5 3 5 6 45 0.03 ml.
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Cuadro A N° 3 Resumen de resultados de prueba N° 3

Dilucion Acumulados
Suero % de Titulo de
de Muertos | Vivos | Muertos | Vivos
N° Sobrevivencia suero
suero
1:5 6 1 6 4 40 1:5=0.1
04- 2M 1:25 6 1 12 3 20 Ul/ml
Ninm. 1:125 6 1 18 2 10
1: 625 6 1 24 1 4
1:5 0 7 0 17 100 1:102=
04- 2M 1:25 1 6 1 10 91 2.04
Inm. 1:125 4 3 5 4 44 Ul/ml
1: 625 6 1 11 1 8
1:5 4 3 4 14 78 1:63 =
02- 2M
) 1:25 4 3 8 11 58 1.26
Ninm.
1:125 2 5 10 44 Ul/ml.
1: 625 4 3 14 3 18
1:5 0 7 0 24 100
02- 2M >1: 631
1:25 1 6 1 17 94
Inm. =>12.62
1:125 1 6 2 11 85
Ul/ml.
1: 625 2 5 4 5 55
1:5 4 3 4 8 67 1:10 =
01-2M 1:25 5 2 9 5 36 0.2 Ul/
Ninm. 1:125 5 2 14 3 18 ml.
1: 625 6 1 20 1 5
1:5 3 4 3 14 82 1: 52 =
01-2M 1:25 4 3 7 10 59 1.04
Inm. 1:125 4 3 11 39 Ul/ml.
1: 625 3 4 14 4 22
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1:5 6 1 6 1 14
15-5M | 1:25 7 0 13 0 0 1:5=01
Ninm. | 1:125 7 0 20 0 0 Ul/ml
1: 625 7 0 27 0 0
1:5 4 3 4 10 71 1:17 =
15-5M | 1:25 5 2 9 7 44 0.34
Inm. 1:125 5 2 14 5 26 Ul/ml.
1: 625 4 3 18 3 14
Titulo o Acumulados
Dilucion _ % de
de _ Muertos | Vivos | Muertos | Vivos _ DLso
_ de virus Mortalidad
virus
10 °° 6 1 15 1 94
DLso=
7.1 10 °° 75
. 51/0.03 ml.
10 "° 4 4 6 40
Cuadro A N° 4 Resumen de resultados de prueba N°4
Dilucion Acumulados % de )
Titulo de
Suero de Muertos | Vivos Sobrevivencia
Muertos Vivos suero
N° suero
1:5 8 0 8 2 20 1:5=
08-3M | 1:25 8 0 16 2 11 0.1 Ul/ml.
Ninm | 1:125 7 1 23 2 8
1: 625 7 1 30 1
1:5 2 6 2 14 88 1: 40 =
08-3M | 1:25 3 5 5 8 62 0.8 Ul/ml.
Inm 1:125 7 1 12 20
1: 625 6 2 18 2 10
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1:5 5 3 5 7 58 1:8=
07-3M | 1:25 6 2 11 4 27 0.16
Ninm | 1:125 6 2 17 2 11 Ul/ml
1: 625 8 0 25 0 0
1:5 6 2 6 4 40 1:5=0.1
16-5M | 1:25 8 0 14 2 13 Ul/ml.
Ninm | 1:125 8 0 22 2 8
1: 625 6 2 28 2 7
Titulo Acumulados
Dilucion _ % de
de _ Muertos | Vivos | Muertos | Vivos , DLso
_ de virus Mortalidad
virus
10 °° 16 100
44/ 0.03
7.1 10 °° 80
ml.
10 7 4 33
Cuadro A N° 5 Resumen de resultados de prueba N°5
Dilucion Acumulados % de )
Suero Titulo de
de Muertos | Vivos Sobrevivencia
N° Muertos | Vivos suero
suero
1:5 5 2 5 6 55 1.7 =
10-4M | 1:25 6 1 11 4 27 0.14
Ninm | 1:125 6 1 17 3 15 Ul/ml.
1: 625 5 2 22 2 8
1:5 1 6 1 15 94 1: 59 =
10-4M | 1:25 3 4 4 9 69 1.18
Inm 1:125 6 1 10 5 33 Ul/ml.
1: 625 3 4 13 4 24
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1:5 7 0 7 7 50 1:5=0.1
11-4M | 1:25 4 3 11 7 39 Ul/ml.
Ninm | 1:125 6 1 17 4 19

1: 625 4 3 21 3 13

1:5 0 7 0 18 100 1. 155 =

11-4M | 1:25 2 5 11 85 3.10
Inm 1:125 3 4 5 6 55 Ul/ml.
1: 625 5 2 10 2 17

1:5 2 5 11 85 1:18 =
12-4M | 1:25 7 0 9 6 40 0.36
Ninm | 1:125 3 4 12 6 33 Ul/ml.

1: 625 5 2 17 2 11
1:5 1 6 1 16 94 1. 87 =
12-4M | 1:25 0 7 1 10 91 1.74
Inm 1:125 4 3 5 3 38 Ul/ml.
1: 625 7 0 12 0 0
Titulo o Acumulados
de Pilucion Muertos | Vivos | Muertos | Vivos | % de Mortalidad DLso
_ de virus
virus
10 °° 7 0 20 0 100 > 100/
7.1 10 °° 6 1 13 1 93 0.03 ml.
10 7° 7 0 7 1 88
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Cuadro A N° 6 Resumen de resultados de prueba N° 6

Dilucion Acumulados % de
Suero Titulo de
de Muertos | Vivos Sobrevivencia
N° Muertos Vivos suero
suero
1:5 7 0 7 3 30 15
18-6M | 1:25 6 1 13 3 19 T
) 0.1 Ul/ml
Ninm 1:125 7 0 20 2 9
1: 625 5 2 25 2 7
1:5 2 5 2 19 20 1: 204 =
18-6M 1:25 2 5 4 14 78 4.08
Inm 1:125 3 4 7 9 56 Ul/ml
1: 625 2 5 9 5 36
1:5 3 4 3 9 75 1:14 =
20-6M 1:25 6 1 9 5 36 0.28
Ninm 1:125 5 2 14 4 22 Ul/ml
1: 625 5 2 19 2 13
1:5 0 7 17 100 1:102 =
20-6M 1:25 2 5 2 10 83 2.04
Inm 1:125 4 3 5 45 Ul/ml
1: 625 5 2 11 2 15
1:5 2 5 2 13 87 1: 47 =
16-5M 1:25 3 4 8 62 0.94
Inm 1:125 4 3 4 31 Ul/ml
1: 625 6 1 15 1 6
1:5 2 5 14 88
1:48 =
07-3M 1:25 4 3 6 60
0.96
Inm 1:125 5 2 11 35
Ul/mil
1: 625 3 4 14 22
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Titulo o Acumulados
Dilucion _ % de
de ] Muertos | Vivos | Muertos | Vivos . DLsg
_ de virus Mortalidad
VIrus
10 ™° 6 14 1 93
7.1 10 ©° 4 8 5 62 40/0.03 ml
10 7 5 5 7 42

Todos los resultados fueron obtenidos mediante la:

Férmula de Reed y Muench

Log DE 50 = Log dilucién + (DP x log factor de dilucion)

% de positivos (en este caso sobrevivientes) inmediatamente mayor
DP__ al 50 % - 50%

% de positivos inmediatamente mayor al 50 % - % de positivos inmediatamente

menor al 50 %
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Cuadro A N° 7 Titulos de anticuerpos antirrdbicos de caninos al diaOy 21

LOTE DE N° SUERO TITULO TITULO Promedio | Promedio
VACUNA PROBLEMA DIAO DIA 21 DIAO DIA 21
Ul/ml Ul/ml
0.2 1.04
07 01-2M 1:10 1: 52
Ul/ml Ul/ml
07 02-2M 1:63 1.26 >1:631 | 12.62 0.63 7.08
07 03-2M 1:48 0.96 >1:631 | 12.62
11 04-2M 1:5 0.1 1: 102 2.04
07 05-3M 1:52 1.04 1: 302 6.04
07 06-3M 1:36 0.72 1: 209 418
0.51 2.99
11 07-3M 1:8 0.16 1: 48 0.96
11 08-3M 1:5 0.1 1:40 0.8
07 09-4M 1:126 2.52 1: 501 10.02
11 10-4M 1:7 0.14 1:59 1.18
0.78 4.01
11 11-4M 1:5 0.1 1:155 3.10
11 12-4M 1:18 0.36 1:87 1.74
07 13-5M 1.7 0.14 1: 324 6.48
11 14-5M 1:5 0.1 1: 224 4.48
0.11 3.06
11 15-5M 1:5 0.1 1:17 0.34
11 16-5M 1:5 0.1 1: 47 0.94
07 17-6M 1:10 0.2 1: 107 214
07 18-6M 1:5 0.1 1: 204 4.08
0.17 2.99
11 19-6 M 1:5 0.1 1: 186 3.72
07 20-6M 1:14 0.28 1: 102 2.04
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Grafico A 1. Casos de rabia canina en el cuatrienio 2003-2006 diagnosticado por

MSPAS y MAG.
Casos de Rabia Canino Diagnosticados por MSPAS
y MAG
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Grafico A 2. Titulos de anticuerpos maternales antirrabicos al dia 0, en los 20

caninos del estudio.
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GRAFICO A N° 3. Titulo de Anticuerpos Antirrabicos a los 21 dias en los 20

caninos vacunados.
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GRAFICO A N° 4. Promedio de titulos de Anticuerpos Antirrabicos segun edad
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Grafico A N°5. Promedio de titulos de Anticuerpos Antirrabicos maternales al

dia 0 segun edad

Ul/ml
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