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1. INTIRODUCCION

1.1. NATURALEZA DEL PROBLEMA

Desde las investigaciones de Pasteur, la immunoprofilaxts anti-
rrédbica humana posterior a la exposicién, se ha basado en el doloro-
8o y prolongado tratamiento con una serie de inyecciones diarias de
vacuna con virus atenuado o imactivado. Este esquema en algunos pa-
cientes, después de un cierto nimero de dosis, puede desarrollar redc
ciones que varfan,desde locales benignas, hasta graves con dafios neu-
rolégicos irreversibles e inclusive pueden causar la muerte, Estas
complicaciones neurolégicas se atribuyen a fenémenos de hipersensibi-
lidad demorada similar a las operantes en la encefalomielitig alérgi-

ca experimental,

Estudics recientes en simios han determinado que el factor ence-
falitogﬁnico es tna protefna mielfnica y mids especificamente un polipép
tido que contiene triptéfano, aminodcido esencial, para sensibilizar -
lag células linfocitarias, Kabat (25). Este factor estd presente en
éifsistema nervioso central a partir de los cuales se prepaxa la vacu-
na, Bell (6). La frecuencia de reacciones post - vacunales ocurre en

tre 1:527 y 1:8,500 segin ha sido informado por Abdussalam y B¥gel (1).



En general, las investigaciones sobre prevencidén de la Rabia se
han encaminado & mejorar la eficacip de la profilaxis en el hombre y
a la blisqueda de métodos que reduzcan la gravedad de las reacciones de

tipo neuroparalitico.

Existe informacidn que apoya la opinidén de que después de la in -
troduccién de virus rébico la replicacién y diseminacién al Sistema Nexr
vioso Central ( S.N.C. ) ocurre sdlo a través de tejido neural, Baer(4). -
Hay también, quienes como Krause (29), sugieren que el virus es trans -
portado desde el punto de la mordedura por via sanguinea y linfética al
Sistema Retfculo Endotelial ( S.R.E.), donde se produce un adaptacidn

mul tiplicacién y eliminacidén extraneural.

El modo como opera la proteccidn post - exposicién no estd comple-
tamente claro adn, segn Turner (62), no parece ser por interferencia o
produccién de interferén, sino més bien, siguiendo las normas inmunolé -

gicas convencionales de anticuerpos neutralizantes.

La respuesta humoral especffica a un estimulo antigénico depende
en parte de la composicidén quimica del antfgeno, de su estado fisico,de
la ruta de inoculacidn y del tiempo de adwinistracién; Uhr (63), ha re-

lacionado la importancia de la presencia del antigeno con la clase de in



munoglobulinas sintetizadas durante la respuesta immunolégica, de -
mostrando que una segunda inyeccién de antigeno, justamente antes

de la disminucién de la produccién de Inmunoglobulina My el comien=
zo en la produccién de la Inmunoglobulina G resulta de una prolonga-
da respuesta de Ig M con bloqueo temporal en la produccidn de Ig G;
interpretando estos hallazgos como una indicacidén de que el antigeno
debe persistir para la sintesis continuada de Ig M y que la disminu-

¢ién de antigeno puede terminar con dicha asintesis.

En los estudios de la respuesta immunolégica en la profilaxis
contra la Rabia, Rubin (52), demostr$d un nivel dlto y persistente de
Ig M en personas que recibieron una serie de 14 dosis, debido a la -
prolongada permanencia del antigeno en el cuerpo, como resultado de

la inyeccién diaria y repetida de vacuna,

Lo importante en la profilaxis antirrdbica debe ser la sintesis
de Ig G, va que los anticuerpos de la clase Ig M por sus caracteristi-
cas no abandonan la circulacidén y no llegan a los tejidos donde su pre

sencia es esencial, Nisonoff (40),

Estos estudios son de importancia, y sugieren que se deberfs in-
vestigdr una nueva ruta y nuevos esquemas de inmunizacién, que a la vez

que disminuya la posibilidad de reaccidn alérgica, permitan una répida



aparicién de altos niveles de anticuerpos de la clase Ig G.

1.2, OBJETIVOS GENERALES.

Estudiar en animales de experimentacidén inoculados por via intra-
dérmica con vacuna antirrdbica Fuenzalida - Palacios, en pequefias dosis
y siguiendo diferentes esquemas de immunizacién, los siguientes aspec «
tos :

El momento de aparicién de los anticuerpos neutralizantes,

Nivel de anticuerpos alcanzados en diferentes perfodos,

Respuesta en la fraccién gamma globulina del suero.

Establecer datos que sirvan para posteriores estudios en este campo.



2. REVISION DE LITERATURA

2,1, VACUNA ANTIRRABICA

2.1.1, Generalidades

La mayorfa de las cepas de yirus rdbico que se usan en la
produccién de vacuna, provienen de virus que han sufrido
una larga serie de modificationes por inoculaciones suce -
sivas en animales de experimentacidn, estas cepas son lla =
madas " fijas ', se caracterizan por un perfodo de incuba -
eidn limitado .a un ndmero minimo de 5 a 8 dfas, siguen sien
do neurotrdpicas, tienden a ser menos infectivas cuando se
las inocula por via periférica, se multiplican hasta alcan-
zar titulos més altos que la mayorfa de las cepas de virus

" calle "' y tienen gran actividad immunogénica, Burrows (8).

La cepa original del virus fijo obtenida por Pasteur, junto
con sus subcepas se conservan y son constantemente estudia -
das para probar inocuidad y actividad inmunogénica en el hom

bre.

A partir de estas se preparan las vacunas empleadas en la ac

tualidad v comprenden :



.1.1.1, Cepas Pasteur { Paris )

Este virus fue aislado por Pasteur en 1,882 de un perro ra-
. bioso, mantenido en conejos y usado por primera vez para in

punizacién humana en 1,885 despufes de 90 pasajes,

.1.1,2, Cepa Pagteur PV = 11 ( Virus Pasteur )

Sub - cepa n@lecciomada de la cepa origimal; ee conoce tam -
bién con el nombré de Pitman - Moore ( PM ), se¢ mantiene en

conefos,

.1.1,3. Cepa Flury

Ep 1.939 Jdﬁmsom_(Sl)é aisld esta cepa de um caso humano, se
£1j6 en raté& y se aégnﬁa por pasaje intrgc@rebral en embridn
de pollo y luego por imoculacidn en sace viteline de huevos
embrionsdos. Derivada de esta, existen las sub - cepas Flury
LEP ( Low egg passage ) con 227 a 230 hasajes én embridn de
pollo, Existe ademfis la cepa GVS ( Standar Challenge Virus )
que se mantiene en cerebro de ratdn y es suministrada perfodi

camente por la Organizacién Mundial de la Salud ( Ginebra -

Suiza ) & les laboratorics de pr@duccisn de vacuna. .



Las vacunas para usc humano, pueden dividirse en dos grandes
grupos : Las cbtenidas en tejido nervioso de mamiferos adul
tos o recién nacidos y las obtenidas en otros tejidos distin

tos del nervisso.

.2.1.2, Vacunas preparadas en tejido cersbral.

La vacuna antirrdbica Pasteur (44), la primers ussda en el -
hombre, fue prep#rada a partir de uns suspengién de médula eg
pinal de conejos infectados, desecada en hidrdxido de potasio
durante 5 a 6 dfas, las médulas tratadas durante un perfodo -
més breve contenfan virus viables en cantidades proporciocnales

a la duracién del perfode de desecacién,

Las numercsas modificaciones introducidas al sistema de la wé-
dula infectada utilizeda por Pasteur condujeron a la aparicidn
de la vacuna Fermi en 1908, Semple en 1911 y Hempt en 1925, se-
gin cita de Turmer (61), Todavie se siguen empleando las vacu-

nas Fermi y Semple que tuvieron su origen en la dpoca de Pasteur,

.1.,2.1, Vacuna Fermi

AdGn cuando esta vacuna es usuaimente clasificada como vacuna inac
tivada; contiene una cantidad de virus activo combinado con virus

inactivado. Con este tipo de vacuna se produjo el mayor acclidente



post = vacunal ocurridc en Ceard, Brasil, en el que murieron

18 personas, de 60 que recibieron la vacuna, segién informe de
Para (43 ). La vacuna ¢onsiste en una suspensién acuosa de

5% de tejido cerebral de oveja inoculada con virus cepa Pasteur.
La temperatura de s610-22°c y la concentracién del vizus resi -

dual esrde alrededor de 102'7°

DL50/0.03 en ratén., El uso de Fe
nol al 0,5% como agente imactivante &n esta vacund ha sido rem-
plazado gradualmente por Beta - proplolactona, tal como se ha
venido preparando en el Instituto Pasteur de Paris, segiim Lepine

(33) .desde 1.967.

.1.2,2, Vacuba Semple

Es la vacuna que se prepara probablemente con mfs regularidad y
la que se emplea mfs para el tratamiento post - exposiciém. Se
utiliza el cerebro de conejo adulto como substrato y la cepa Vi-
rus Pasteur ( P.V, ). Los tftulos viricos de la suspensién ce-
rebral al 5% deben exceder de 106DL50/0.03 ml, en ratén, La com
pleta inactividad del virus se obtiene con Fenol 0,25% a 0.5% a
una temperatura de 37°C v ademéis 1leva como agente preservativo

Tiomerosal a una concentracifm de 1: 10,000, Seligman (53),
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2.1.3. Vacuna en tejido nerviose de animales inmaduros.

.1.3.1; Vacuna en cerebro de ratfén lactémte ( CRL ) Fuenzalida
y Palacios (13), imformaron em 1955 sobre el desarrollo
de una vacﬁna antirrébica preparada em cerebro de rato -
nes lactantes memores de cinco dias 1nocu1adosi§un tres
cepas de virus rébico; dos cepas chilenas autSctonas Nos.
51 y 91 aisladas de un caso de rabia em un cerebro de pe
rro y de un humapo respectivamente y la cepa CVS. Se con

6.3 y 107.3.

sideran tftulcs viricos aceptables entre 10
La vacuna es una suspensién de cerebro al 1% e inactivada
por iuz ultravicleta. Una de las ventajas que se le ano-
ta a esta vacuna es la rdpida multiplicacidn del virus a
un tfitule elevado, ademés presenta wenos riesgo de produ
cir reacciones neurolégicas por ausencia casi total de -
sustancias emcefaliteogénicas que se emcuentran en los ele
mentos mielimicos de animales reciém mzcidos, segin lo han
demogtrado Thomas (57) y Kabat (245. Se utiliza esta va =

cuna tanto en tratamiento post - exposiciém como en inmuni

zacién profilécticea.

.Eft Brasil se utiliza la vacuna tipo Fuenzalida 'modifica -
da" llamada as{ porque emplea Beta - propiclactona para la

ingctivaciénm del virus; Silva y Col. (55).
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Sikes y Larghi (54), partiendo de unalvacuﬁa tipo Fuenzalida
prepararon una vacuna antirrdbica purificads (PRV) por croma
tograffa en columna de Ecteola - celulosa e inactivada con

Beta - proploclactond., Ellos obtuvieron un producto de alta

capacidad antigénica, pero de elevado costo de produccidn.

21.3.2, Vacuna en cerebro de rata lactante,

La vacuns preparads an rata lactante, con uns concentracién
de virus llZ:)'6 a 10{ es una suspensién cerebral al 10X e inac

tivada con Fenol &l 1% por 14 dfes a 22°C, Se emplesan ra-

tas de 4 a 8 dfas inoculadas intracerebralmente con la cepa

Pssteur del pasaje 3,249 seglin Karskujumce (26),

.1.3,3, Vacuna en cerebro de conejo lactante.

Es una suspensién acuosa al 5% de cersbro de conejo mo meyor
de 24 horas inoculads com cepa Pasteur & insctivada por luz
ultravicleta, Se emples en profilaxis y tratsmiento post -

exposlclén,

2.1.4, Vacunss preparsades en tejido no nervioso.
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14,1, Vacuna preparada em tejido sviar

En la actualidad la vacume antirrébica préparada en em -
brién de psto infectado, es la de eleccién &n Estados Uni
dos tanto para tratamiento post - exposicién como en pro-
filaxizs de personas con #lto riesgo. Estz vacuna asta -
casi desprovista de factor encefalitogénico, se prepfra
medisnte la inoculacién de la cepa Pitwan - Mooxe { P.M. )
eii embriones de pato de giete diss, antes de que ocurra la
mielinizacién, los embriones son colectados, sus cabezis y
- patas descsrtadas y la suspensidén es inactivada con Beta -

propiclactona, Heskins (21),

o1.6,2, Vacuna em cultivo celular

La capacidad del virus rédbico de crecer en cultivo de teji-
dos hs dado como resultado la posibilidad de disponer de un
producto que por su elevadsa capacided immunogénics permita

vacunar &l hombre con deosis reducidas, Se hsn obtanido re-
sul tados prometedores em Checoeslovaquia con el uso profi =
léctico y terapéutico de vacuna Vnokovo - 32, utilizando -
cul tivos primarios renales de hamster como substrato, segin

informe de expertos en rabia (41). Lavender (30), ha obte-
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nido resultados alentadores en primates imoculados con vacuna

preparada en cultivo de c€lulas de embrién de pato, infectadas
con virus fijo CVS, inmactivada con Beta - proplolactons, puri-
ficada por centrifugacién zonal y adyuvante de ALPO4, La vacu
na es notable porrla répida induccidn y sostenide nivel de an-

ticuerpos producidos,

Koprowski en 1968 (9), did a conocer los resultados prelimina~
res sobre vacunas antirrébicas utilizando cultive de células
diploidegs humanas WI - 38 ( Wistar Institut ) inoculadas con
virus Pitman - Moore para las vacunas inactivadas y con la ce
pa Flury HEP para preparacién de vecuna de virus vive., Estas
vacunas comparadas con otras han induéido ung pronta apericién
de anticuerpcs y conferido mayor resistencia en monos Rheaus

@ la confrontacién masiva de 10,000,000 de dosis infacciosas
para el hombre. La vacuna preparada con cepa P,M, ha sido pu
rificada por diferentes métodos por Wiktor v Col. (66), obte =
niéndosé mayor potencia cusndo se utiliza precipitecidn con sul
fato de amonio e inactivacidén con Beta - propiolactona. Este
tipo de vacuna la aplicd Wiktor (68), & humanos veoluntariocs uti
lizando una posclogia de tres inyecciones, cbteniendo una res -
pueata‘de anticuerpos superior a la lograda con 14 imyecciones

de vacuna prepsrada en embrién de pato.
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ESQUEMA DE INMUNIZACION EN EL HOMBRE.

Existen dos esquemas de inmunizacidén humana; segtn informe de

los expertos en rabia (41) :
2,2,1, Inmunizacidn Profildctica,

Estd recomendada para las personas que tienen un alto riesgo
de infececidn, como los que trabajan con virus rébico en los la
boratorios, los veterinarios, los perreros, los naturalistas,
ete. Estos individuos deben estar érotegidos mediante una in-
munizacién preventiva consistente en tres inyecciones de una -
vacuna antirrdbica de suficiente actividad antigénica y, de ser
posible, exenta de actividad paralitégena. Las inyecciones se

administran a intervalos de 5 a 7 dfas; al cabo de un mes de ad

ministrada la dltima dosis, se inyectard una dosis de refuerzo,

2.2,2, Tratamiento post = exposicién,

En muchos pafses se utiliza un esquema de 14 a 21 inyecciones,
pero en otros se han adaptado pautas reducidas de 7 a 10 inyec-
ciones y refuerzos a los 10, 20 y 90 dfas despuée de la dltima
inyeccidn de la serie original, dependiendo del tipo de activi~

dad de la vacuna,
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2,3. REACCIONES ADVERSAS POST - VACUNALES,

La immunizacién satirrdbica continda siendo un proce -
dimiento de riesgo por el tipo de wvacumas sctuslmente
disponibles, que son un productd biolégico en el cual
la mayor parte del mnterifl:antigénieo no es virico si
no celular, lo cual puede producir serias y a veces fa

tales reacciones durante o después de la vacunsciém,
2,3.1. Reacciones a las vacunas de tejido nerviocso.

«l.l. Reacciones locales,

Con ¢l prolongade cureo de 14 a 21 inyecciones recomen-
r

dadas y de uso todavia frecusnte, se producem femdémenos

locales como dolor, enrcjecimiento, induraciém, urtica -

ria transitoris y en algunos casos prurite gemeralizado,

Paterson (46),

+»1.2, Reacciones neurcldglcas.

Los sgignoe clinicos neuroldgicos més frecuentes aparecen
entre los 4 y 15 dfas después d; la primera inyecciém. =
Trebula (60), cbservd en Kores , varios casos de compli-
caciones nevrolégicas sewer#s, aquf loe signes v sintomas

fueron manifestados enire los diss décimo y decimoquinto
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despuds de la primsre inoculacién. E1 curso fue mis

benigno en nifics que en adultos.

El cuadro clinico meurclégico usualmente consiste en
varios signos y sfiantomas, unos releciomados con infla~
macién de las memimges ( cefalea, raquialgfa, rigidez
nucal ) otros corresponden a lesidén de los nervios pe-
riféricos y médula espinal ( pardlisis de wna 6 més ex-
tremidades, cambios en los reflejos osteo = tendionosos
¥y por dltime loe que implican graves complicaciones ce-
rebrales ( letargia, confusién, excitacién y hasta coma

y muerte).

Sobre 1l casos raportados por Rohmer em Francia (50), -
ge obgervaron 8 menimgoencefalitis y tres de parflisis
periférica com wa caso grave de parflisis del tronco y

las extremidades.

Pampuns (42}, resums las principales formas clfnicas co=

me slgue:

= Parflisis de ¢ipo Landry ( siendo una polimeuritis
ascendente o une mielitis ascemdente ).

= Mielitis ( generalmente la forma dorso - lumbar )

« Momo o polimeuwritis. |

= Meningo emcefalitis,
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Existe evidencia de que estas diferentes formas de reac -
ciones hiperérgicas son esencialmente encéfalo, mielo o

radiculopatfas.

La mortalidad asociada a las reacciones adversas a nivel
del S.N.C., es sumamente alta y no menor del 207, en las

de tipo polineuroradiculopatfas.

Sobre 46 casos informados por Appel (2), el Departamento
de Salud de la cfudad de New York desde 1928 la inciden-
cia de encefalo - mielitis fue de 1: 2025 personas trata
das; la incidencia fue cinco veces mids alta en aquellos

que recibieron 14 inyecciones que entre quienes recibie -

ron 7 6 menos,

2.3.3. Reacciones a la vacuna de ratdn lactante (CRL).

La preparacién de vacuna de ratén lactante contiene Gnica-
mente 1% de tejido cerebral y la cantidad total que recibe
un paciente en un esquema completo post - exposicidn, es so
lamente de 0.3 grs. comparado con 1.4 grs., segiin Abduasa -

lam (1), en la vacuna Semple y Fermi.

Se han registrado en 8 paises americanos entre 1964 y 1969

trefnta y dos casos de reacciones neuroparalfticas, siete
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a nivel del S.N.C. y el resto del sistema nervioso perifé -
rico, Una gran parte de los accidentes que siguieron a la
vacunacién fueron identificados por Held y Lépez - Adaros
(20) , como sindrome de Guillain - Barré, los dfas transcu -
rridos entre la inyeccién de la primera dosis de vacuna ¥
el comienzo de los sintomas varid entre 4 y 25 dias. Des -
pués de 1a administracidn de 50,000 tratamiento de 14 dosis,
ge produjo unlcaso fatal post - vacunal caracterizado por
parélisis progresiva y se comprobd desmielinizacién, parti-
cularmente a nivel de la médula cervical o dorsal, Rangel

(48).

En Latincamérica se ham vacunado con vacuna de cerebro de
ratén lactante ( CRL ) aproximadamente unos dos millones de
personas entre 1960 y 1969 y se han informado un centenar
de complicaciones, la mayor parte de la forma polirradiculo-

patfa tipo Guillain - Barré, Rangel ( 48 ).

En Colombia se han {nformadc verios casos de complicaciones
neuroparaliticas desde 1964, especiazlmente desde 1967 cuan-
do se empezd a usar vacuna tipo Fuenzalida pars humanos. En
1970, Tore, Cadena y Rey (58), consignan los datcs de cuatro
casos fatales de reacciones post - vacunales, observando for~

mas encefalopfticas,mielopéticas y neuropdticas (crémicas y
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y agudas ) cifra que hasta la fecha practicamente se ha
triplicado llegando & 11 casos fatales de un grupe de 18

pacientes muy graves estudiados en Bogotf por Toro y Ver-

gare (59).

2.3.3. Reacciones a la vacuna de embridén de pato.

2.4,

Desde 1a introduccidn de esta vacuna en 1958 las complice-
ciones neurolégicas han sido muy raras; las reacciones co-
mume; incluyen sensibilidad, eritema, induracide local Ro-
bbins (51). Se han presentado reacciones asnafiléicticas en
personas con hipersensibilidad a las proteinas del huevo.
También se han informado casos de mielopatfas con este tipo

de vacuna, Mozar (39).

NATURALEZA DE LAS REACGCIONES POST - VACUNALES.

La encefalitis autoinmune del hombre fue descrita primera =
mente como consecuencia de inmunizacién antirrébica con va-
cuna Pasteur preparada en médula espinal de conejo. Estas
observaciones motivaren estudios experimentales inoculande
tejido cerebral con adyuvante completo de Freund, reprodu -
ciendo la enfermedad en animales des experimentacidm; Pater-
sor. (40), en estudios en ratas demostré que esta enfermedad

se podfa transferir mediente linfocitos pero no logré repro
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ducirla por acciln del suero. Eatudios iamunoldégicos recientes
realizados por Mozar (39), demostraron que se ham gnc;ntrado pa-
tientes con mielopatfas post = vacunales con marcada estimulacién
de limfocitos por la protefma cerebral con produccidm de citotoxi
nag y factor inhibidor dg macrdfagos, lo cual indica hipersensi -

bilidad de tipo demorado.

S1 bien se ha puesto de manifiesto la presencia de anticuerpos cito
téxicos anticerebrales, su papel no es claro, igual sucede con anti
cueypos f£ijadores de complemento, aunque presumiblemente pueden es-

tar invelucrados en el dafic tisular.

Segén Poser (47) y de acuerdo com Toro (59) los cambilos histopato -
18gicos comsecutives a la resaccida hiperergic; degpertada por la va
cuna gntirrébica converge esencialmente alrededor de la lesidn de

1a unidad vaso -~ mielima. Comsisten esas alteraciones en edema, mie
inoclaata, infiltrado selular inflamatoric de framce predominio pe-
rivenoso a base de linfocitos praferiblemente, eu ovasiones con =
cambios isquémicos y en otros com extravasaciSn de eritrocitos al es
pmci@'perivascular en un caso dado pueden existir varias o todas es«

tes alteraciones en ¢l mismo paclente.

Welner (64), describe que el antigemo responsable de esta reaccidn
de hipersensibilided es la mielinma, y més especificamente la protei

na bésica de la mielina que corresponde al 30% de su parte protéica
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total, La proteina bdsica de la mieling se halla smplismente dis -
tribuida en varias especies, slendo ademfis un antfgenc Srganc - ee~
pecifico, y cuando se imsculs com adyuvante de Freund en enimales

de experimentacidn reproduce la enfermedad desmielinizsnte conocida

como encefalomielitis alérgica experimental ( EAE ),

Se han sugerido factores predisponentes a la sparicidn de complica -
ciones neurolégicas a la vacuna entirrébics. Lépez (34) mencions ia
fatiga fisica, mental y exceso slcohdlico dentro de tales factores:
Lepine (32), refiere que ocurren estas rescciones en poblaciones su-

per alimentsdsas, siendo casi desconocidas en la India.

2.5 ,PATOGENESIS
3.1. Vig de infeceidn y diseminacién del virus

La infeccidn rébica en &l hombre y los animales usualmente ccurre a
través de una herida em la piel causada por mordedura producida por
animal rabioso; Kinkler (27), estudid la2 posibilidad de transwisidm
por asrosoles, pero esta forma de diseminaciénm ha eido obssrvads en
la naturaleza g6lo en una cueva { Cueva Fric de Texas ) habiteda por
una gran cantidad de murciélages rabiosoz. Hasta el momento, ne hay
evidencia de que el virus rébico pueda ger infectiosoe por ingestisda,

Cambell (9).
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Désde el sitie de la inocculacién el virus se propaga en forma
centripeta utilizando los nervies periféricos como fue demos-
trado en forma concluyente por Dean (11). Hay evidemcia de
que ni las estructuras perineurales nl las céluias de Schwan
estéﬁ involueradas en la migracidn centripeta del virua, méds
probablemente asciende pasivamente a través de los espacios
perineurales; Johnson (23), describié en humanos la presencia
de virus rébico en celulas de ganglio de Gasser y demtro de =
les axones. El neurotroplsmo ha sido demostrado tambifn expe
rimentalmente por microscopfa electrdmica en ratones imocula-
dog en virus rébico, Garcfa (16). La presencia del virus en
el éxoplasma contribuye a clarificar su propagecidm por raices
nerviocsas. Aungue hay ﬁnplia evidencia de que el ;irua rébico
ne e8 transmitido per via sanguinea, Cambell (9), sxisten infor
nes de casos de viremia como consecuencia de infeccidm r&bicQ

experimentcal.

Johmsen {(23), describe que la micrescopfa fluoreseemte ha re -

valado que &l virus después de penetrar en el sistema nervicso,
se multiplica casi exclusivamente en laz neuromas., El virus es
selectivo con respecto & su capscidad de wultiplicavrse en dis -
tintas neuronas, no se sabe por qué solo ciertos grupos morfo -
1l6gicos definidos de c&lulas nerviosas son suceptibles & la in-

feccidn rébica mientras que otras no, La maduracidém del virus
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rébico en lag membranss dei rétfculo endopléismics de células
de Purkinje en humanocs y similares hallazgos en animales ,Car
cfa (16 ) suglers la poeibilidad de que el virus se transpor
ta por los vasos sanguineos y linféiticos al sistems retfculo

endotelial,

RESPUESTA DEL HUESPED.
06.1. Defenga humoral

El mecanismo de defensa humoral dependiente de losg snticuer -
pos ¥ &l complemento, juega probablemente un papel fundsmen -
tal en la ionmunizacién antirrébica, Hasta que Koprowski (28)
informé los resultados que habfa logrado con el efecto preven-
tivo de suero antirrdbico administrada pseivemente durante las
primeras 72 hovds despuds de la infeccidn experimental en co -
bayos ¢l papel de log anticuerpos humoral ez en el wmecanismo de
la fomunidad contra la rabla era casi ignorade, Desde entomces
hen aparecido numercecs trabsjos probaando le importencia de los
anticuerpos especificos em la infeccidn del hombre y los anima-

leg, Johnson (23),

Wiktor en 1968 (65), puse de manifiesto, medisnte prueba de an-

ticuerpos fluorsscentes, la presencia de anticuerpos citolitices
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los cuales coloreaban la superficie de las células infectadas
con el virus ribico, y em presencia del complemento se observé
una coloraciém intracitoplasmftica indicando la penetracién de
los anticuerpos a través de la membrana celular. Tanto los an
ticuerpos citoliticos como los meutralizamtes se han encontra-
do en fraccién 7 S de las immunoglobulinas. En el hombre y en
los animales infectados com el virus de la calle, e inoculados
con vacuna antirribica, Johnson (23) encontré en el suero anti-

cuerpos neutralizantes, lfticos e inhibidores de la hemaglutina

c¢ién.
+6.2. Defensa celular

La iamunidad celular es una de las respuestas mayores del hués -
ped en varias infecciones virales, Bellanti (7); sin embargo, su
contribucién a la proteccién dada por la vacuna antirrébica ha -
rec;bido poca atencién. Turmer (62), en estudios comparativos en
tra la vacuna antirrfbica y la vacuna anti = variolosa, administrs
das a ratones, encontré que los linfocitos de ratones inmunizados
contra la rabia, no contribuyen a la proteccién en la forma como
ocurre en la vi;uela; sugiere que la efectividad de la vacuna an-

tirrébica esté relaciomada tnicamente com anticuerpos humorales.

6,3, Ilterferén

La profilaxis antirrébica con vacuna guglere que la elaboracién de



25

Un adecuado anticuerpo humoral, es un importante mecanismo protec
tor, pero también indica que otras respuestas pueden estar actuan
do. . El virus rébico induce y es susceptible al interferén, La
resistencia a la infecciﬁn media#a por interferén, ha sido induci-
da en cultivo de células; Fernéndez y Koprowski (12), Stewart y Sul
kin seglin referencia de Matsumoto (36), utilizando un sistema in vi
tro, aislaron interferén inducido ;n hamster inoculados intramuscu-
larmente con grandes dosis de CVS, ellos encontraron en el cerebro
la mayor cantidad de interferén; Wiktor (67), estudid la produccién
de interferdn con vacuma antirrédbica viva e inactivada preparada en
cul tivo 'celular, vy encontré que la administracién de estas vacunas
en un perfiodo relativamente corto antes o después de la infeccidn
con virus de la calle protegfa a la mayorfa de los hamster contra

la muerte. Todas ellas estimularon la sfntesis de interferén circu~
lante, pero la vacuna a virus vivo produjo mayor cantidad de inter -
ferén que la inactivada; Janis y Habel (22), estudiaron este estimu-
lo en la produccidn de interferén mediante la inoculacidn intramus -
cular del &cido poliriboinosinico - poliribocitidilico { Poli I.C. )
en conejos y ratones infectados experimentalmenté con virus rébico
de la calle, estos animales fueron protegidos hasta por 67 horas; la
via intramuscular de administracién resul té més efectiva en la pro -

duccidn de interferdn que la via intraperitoneal,
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3. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES
.1.1. Vacuna antirrébica

Para todas las inmunizaciones del presente trabajo se utilizé

“ la vacuna antirrdbica producida en Colombia por el INPES que

corresponde a una dilucidén al 1% de cerebro de ratén lactante
infectado con virus rébico e inactivada con luz ultfiﬁioleta
segin técnica de Fuenzalida y Palacios (13). E1 valor antigé
nico de la vacuna de acuerdc con la prueba de potencia NIH

fue de 2.4, se usé dmicamente el lote 68 de vacuna y fue man-

tenido a 4°C por el tiempo que durd el estudio.
+1.2. Virus Rébico

Para las pruebas de meutralizacidn se utilizd la cepa de virus
fijo, virus Standard de Confrontaciém ( CVS ), suministrado por
el laboratorio de produccién por la OMS, comsiste en una suspen
si6n al 20% de cerebro de ratén en agua destilada mis 27 de sue
ro equino inactivado. Suministrada em ampollas de 0.5 ml. del

producto liofilizado o congelado.
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1.3, Suerc finmune,

Para la pruebs de seroneutralizacién se utilizé suero comtrol
positivo; en el presente trabajo ge uef suerc equine antivrd-
bico concentrade con ung potencia de 100 U.I. Easte suere inp
munne ha sido prevismente comparado y estandarizado com un #ug

ro de referencia, Se conservd a 4°¢c,

.1.4, Suerc normal,

El suero control negativo para seromeutralizacién fue suero nor
mal bovino inactivado a 56°C por 30 minutos, este suero demos -
tré ausencia de anticuerpos antirrdbicos en pruebse previas de
soroneutralizacisn en ratén contra 7 DL50/0.03 ml. Para su con

servacidn se almacend a -20°C en volumenes de 2 ml.

.1.53, Equipo para electroforesis.

Para el estudio de las diferentes proteinas del suerc de los co-
nejos sometidos a inmunizacidn, se utilizé un equipo de electro -
foresis Beckman = Microzoma. Este sistema comprende los siguien

tes elemeritos



«3.1 Celda de electroforesis para Microzone modelo R - 101
«5.2 Densitémetro para Microzone modelo R - 110
5.3 Fuente de energfa para Microzone Duostat modelo RD-2

.5.4 Conjunto de accesorios para Microzone,

.1.6 Reactivos de usc corriente,

Tanto p@ra la prueba de geroneutralizacién, como para
electroforesis y determinacién de protefnas se prepara-

ron y usaron los giguientes reactivos ¢

+6.1, Solucidn buffer fosfato.

Esta compuesta per ¢ 11.2 gme de Na2RPO4; 5.5 gus de -
KH2P04; 8,2 de NaCl més 7.5 de albimina bovina en 1,000
ml, de agua dejtilldi y un pH final de 7.2, Ademés por
cada ml, se adicionéd 200 unidadéﬁ de penicilina y 400 mi
crogramos de estreptomicina, Este buffer ;e almacené en

volumenes de 5 ml, & temperatura de - 20°c,

+6.2 Solucién buffer barbital pH 8.6 y fuerza iémica de 0,075,
Disolver el contenido de una papeleta de buffer Beckman

B=2en 1,000 ml de agua destilada caliente.
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Disolver 30 ml, de Fixative - Dye Beckman en 250 ml. de
agua destilada, Este colorante estd compuesto de 3.0
gus?t de #cido triclorofcetico; 3.0 gmsl de deido sulfo -
salicflico; 0.3 gmel de Pomceau - S en 100 ml. de agua

destilada,

Solucidén lavadora para electroforesis.

Esta solucidn estd compuesta por una proporcidén de 5% en

volumen de fcido acético concentrado en agua destilada.

Solucidn aclarante.

Es una solucién de cicloexanona purificada al 30% en alcee

hel etflice absolute.

Solucién salina fisiolégica,

Para esta solucidn se pesan 8.5 gms de NaCL y se disuelven

en 1,000 ml, de agua destilada,

Reactivo de Biuret.

En un balén aforado de 1.000 ml. se colocan s 1.5 gms de sul
fato de cobre finsmente pulverizado;6.0 gms de tartrato de -
sodio y potasio. Afladir suficiente aguas destilada para disol

ver, Afladir lentamente y con agitacién del baldn 300 ml.de sg



30

lucidn de hidréxido de sodic 2.5 normal. Agregsr 1 gm de yo-
duyro des potaslo y agitar hasta disslver. Este reactivo pars
su conservacién se mantuvo en frasco de vidrio coler embar a

4°C de temperatura.
3.7 . Auimales de experimentscida,

«7.1,Conejos,

Log animales empleados para la inmunizacién conm vacuna antirrd
bice fueron conejor de rmza Nueve Zelandia blancog de 15 & 17
semanas de edad, animales adultos de un peso promedioc de 2.kg.

Estos animales fueron suministrados por =l bioterio del LIMV,

6 7 [ 2- Rﬂﬁ@ﬁes.

Para la prueba des seroneutralizacién y psrs obtemer suficiente
virus de trabzjo, se utilizaren retones blances cepa Cherles -
Biver de 21 a 25 dfag de #dad v un peso promedioc de 14 a 16 gms.
Estos ratonse fueron suministrados por los bicterios del LIMV y

del INPES.
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DISENO EXPERIMENTAL.,
.2,1, Manejo de animales de experimentacién.

Para estudiar la respussta ﬂ.mpunol'&gica inducide por la vacuna

antirrébica administrada por via intradérmica, se disefiaron cug
tro esquemas difersntes de Inmunizacidén, empleando 8 conejos -

para cada grupe, designados como CGrupos A.E. C.y D. Eatos cone
jos se marcaron con léminae metélicas en las orejas identifican
dolos por un némero y manteniéndolos en jaulas individuales,map
cadas con el mismo nfmeéro de ls placas de la oreja., Estoe ani -.
males fueron mantenidos por espacic no menor de 30 ( treinta )

dfas, al término de este tiempo, por no dispomerse de suficiente
plimerc de jaulss con capacidad para cuatro conejos, ¥y a/llf perma
pecieron hasta los 80 ( ochenta ) dfas, plazo limiee para fimali

zar &l sxperimerito,

Teniendo en cuenta las limitaciones del bioteric pera el auminis
tre de conejor y de jaulas, y ademds, por facilidad en el proce-
go de iomunizacién y eengrfa se trabajé por grupos, cada 30 dfas
se inicié un nueve esquema de inmunizecifm con un nvevo grupo di

ferente de conejos hista completar el total de cuatro.

Egtos animales dursnte el tiempo de estudio fueron msmtenidos en

Sptimas condiciones.
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.2.2, Perfodo de ssngrfa.

Anteg de iniciar la vacunacién, 2 cada grupo ds cenejos se
tomé muestra de sangre, la cual se recolect§ y almscend en
forma individual, ests muestra sdemids de la marca corres -
poudiente al nfimero de cada animsl ge 1la designd con el nd
mero 0 {cerc), esta recoleccidn se hizo con el propésito -
de determinar aucencig de anticuerpos antirrébices, dado
que el experimente estaba enceminado & su determinacidn des
pufs de la administracidn de vacuna; se determiné ademds -
proteéinemia total y se estudiaron las proteinas del suero
por electroforesis. Se tomaron nuevas muestras de sangre &
partir del primer dfa de iniciada le vacunaciém, las cuales
se marcaron y almacenaron individuslmente seguidss por el -
ofwero 1 = 2 -3 =4 =5 =-6-7y 8, que en su orden corres
ponden & log dfes ¢ & =7 = 11 - 14 = 18 = 27 = 47 y 80 como
puede verse en is Tabla No, 1. El objetivo de este musstreo
fue el determinar el curso de formacidm de anticuerpos neu -

tralizantes en los diferentes esquemas de inoculacidn.



TABLA No, 1 MUESTRAS DE SANGRE TOMADAS EN DIFERENTES PERIODOS A CONEJOS
DE GRUPOS A,B,C y D, INMUNIZADOS CON VACUNA ANTIRRABICA FUEN
ZALIDA - PALACIOS, BOGOTA 1,973

DIAS DE SAN - ESQUEMA DE INMUNIZACION

GRIA, ‘ A B c D

0 - - - -

4 - - - -

8 - - - -

11 = = - -

15 - - - -

18 - a - -

27 - - - -

47 - = - -
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Recoleccién del sueros,

Las muestras de sangre se tomaron de las venzs de la oreja
del conejo, Degpufs de depilar la regién de la vena cen-
tral, se desinfectaba con buena cantidad de alcohol, =& pa
gsdba por la piel uma torunda de algodén impregnada con xi-
lel; lo cual produce vagsodilatacién inmediatg; ge punsiona-
ba 1a vena con aguja No.l9 y la sangre se recolectaba en tu
bos estériles sin anticoagulantes. En caso de falla en es-
ta puncién ge procedfa a hacer una incisién delicada con big
tur{ estdril en la vens marginal, siguiendo el mismo proce -
dimients gque en el caso de 12 vena central. 8e recolectaba
por este sistasma de 10 a 12 wl, de sangre en cada toms iden-
tificdndola convenientemente. La muestra se mantenfa a tem
peratura ambiente por espscic de 4 horas v luego a 4°C tods

la noche,

Despuds de La retracecidn total del codgulo, &l suero obteami-
do por centrifugaciém a 5.000 r.p.m. durante 10 wminutos, se

envasé en forma aseptica en volumenes de 1 ml, en tubos eaté
riles debidamente wotulados. Esta separacidén se hizo con el

fin de treabajar siempre une alicuetas de la muestra evitando
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asf la congelacidén y descongelacién de la muestra total, Estos sue-

o
ros se conservaron & - 20 C,

«2.4, Esgquemas de inmunizacidn.

Este estudio se llevd a cabo con un total de 32 conejog, agrupados ap
cuatro lotes de 8 conefos cada uno y designados como Grupo A, Grupe B,
Grupo C y Grupo D, & immunizados con diferentes series de inoculacie-

neg de vacuna antirrébica y por diferentes rutas asf :

«4,1. Grupo A.

Este grupo fue inoculado con 14 dosis diarias de 1 ml de vacuna anti ~

rrébica por via subcuténea més dos refuerzos & los 10 vy 20 dfas después
de la iltima inoculacién de la serie, Este grupo sirvié de control por
el hecho de que tanto el niimero de dosis como la ruta de inoculacién co
rragponden al esquema de inmunizacién post - exposicién recomendzadoc hag

ta hace poco por la OMS,

La administracién de vacuna por esta via se realizé de 1z siguiente ma-
nera : en diferentes fress de la piel del dorso del animal debidamante
depiladas y desinfectadas con alcohol, se inyectd por debajo de ia piei,
dosis diarias de 1 ml de vacuna antirrébica con jeringa de 2Zml.y aguis
calibre 24, dvrante 14 dfas, seguidos de dos refusrzoe a loe 10 v 20 dfas

degpués de la dltima inoculacidn de la serie,
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Grupo B,

Este grupo fue inoculado con una dosis Gnica de 0,2 ml.de vacuna

antirrébica por via imtradérmica,

La adminigtracién intradérmica se hizo de la siguiente manera :
En diferentes lugares de la piel depilada y desinfectads con slco-
hol , haciende ug_pliegua con la piel del animal, éntre los dedos
pulgar e fndice de la mano izquierda para presentar scporte a este

tipo de inoculacidn con jeringa de vidrio de 0.25 ml. de volumen

.y aguja calibre 27 corts, levantando la epidermis con ls punta de

‘4.3.

aguja e introduciendo suavemente, se inoculd dosis de 0.2 ml. de
vacuna forméndose como congecuencia de esta inyeccién una pépula
de aproximadamente 0,7 mm de difémetro. Ests miswa técnica se uti-

1128 con los grupos Cy D.

Grupo C,

Este grupo fue imoculado por via intradérmica aplicada cada 48 ho-
ras con tres dosis de 0.2 ml. cada una miés dos refuerzos de igual
cantidad v por la misme ruta 10 y 20 dfas después de lz dltime ing

culacidn,

Grupo D.

Este grupo fue incculadoc con tres dosis de 0,2 ml, de vacuna anti-
rrdbica via intradérmica iplicada cada 96 horas mids dos refuerzos a
los 30 y 60 dfas después de finalizada La serie, por 1a misma ruta,

Ver Tabla No.2,
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METODOS

3.3.1. Seromeutralizacién.

La pruebs de seroneutralizacién consiste em enfrentar una
cantidad coastamte de virus previamente titulado, con di-
ferente diluciones de suero. Fue seleccionada para deter
minar los anticuerpos neutralizantes, la técnica descrita

por Atanasiu (3), que se realiza de la siguiente manera:
.1.1. Preparacién del antigeno:

Para la preparacifn de suficiente cantidad de antigeno ne =
cesario en lag pruebas de seroneutralizaciém durante todo =
el experiemento, se procedié de la siguiente forma: E1 cop
tenido de ia ampolla del virus CVS proporcionado por el INPES
fue reconstituide em iguales cantidades con PBS, de esta pra-
peracién se hicleron diluciones logaritmicas en base 10 hasta

1073

de ests dilueién se inocularom 40 ( cuarenta ) ratomes
de 21 dfas de edad con 0.03 ml. via intracerebral. Estos ani
maies se colocaron 10 por caja y se aislarom. Se observaron
diariamente y se recogieron y congelaron los cerebros de aque
lios que presentaban parflisis después de 6 dfas de inoculs -
cibn. S: pesaron las pulpas y se pulverizaron en un morters

de porcelama y el triturado se suspendis ea PBS en proporeidn

de una parte ( gramos de peso ) de material cerebral por cua=
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TABLA No.2. CRONOGRAMA DE TNMUNIZACION A GRIPOS DE CONEJOS,CON DIFE -
RENTES ESQUEMAS: SEGUN VIA DE INOCULACION Y CANTIDAD DE
VACUNA ANTIRRABICA TIPO FUENZALIDA - PALACIOS. BOGOTA
1,973,
ESQUEMA DE INMUNIZACION
| DIAS DE INO | ~oipos A B ¢ D
1, . 0.2 ml, 0. . .2 ml,
CULACION. CANTIDAD onl m 0.2 ml 0.2 m
VIA sC ID ID ID
1 s = - £
2 -
3 - -
4 -
5 - - -
6 -
7 L ] -
8 -
9 - - -
10 -
11 -
iz -
i3 -
14 -
19 -
24 -
29 -
34 -
a9 K
69 -
Total de wvacuna 16,0 nl. 0,2 ml, 1.4 mi, l.o mi,
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tro partes ( volumen en ml,) de diluente, gquedandc una suspensién
al 20%., Sin tamizar ni centrifugar, se distribuyeron en frasqui-
tog en volumen de 0.5 ml, y se almacenaron a = 70°c, Les pruebas
de esterilidad se realizaron sembrando en agar - sangre, agar -
nutritivo, caldo nutritivo y medio de tioglicclato, e incubando
estos cultivos a 37°C, y examinéndolos a las 24 - 48 y 72 horas

con excepcidén del tioglicolato que se observd hasta por 12 dfas,

1,2, Titulacién del antfgeno,

Antes de usar este sntfgeno como virus de trabajo se determiné su
tftulo, Para estc se hicieron diluciones logarftmicas en base 10

2-& 2 x 10'8 ugando come diiuentes PBS. En

del virus de 2 x 10~
uns eerie de tubog de hemSlisis se colocaren 0.5 ml., de cada dilu
cidén y se agregé igual cantidad de suero bovino com el fin de qui-
tar el factor 2 a las diluciones, obteniéndose entonces el virus

2 <3 n-h

dilufdo asf : 10°° , 1077 107" , ete, Se imcubd ests mezcla a

37°C por 90 minutos y luego se inocularom con 0,03 mi. por vis in

tracerebral cinco (5) ratones por cada dilucién., Los ratones se
cbservaron disrismente anotando su estade en una planilia apropia
da, Se registrd el mémero de ratones muertos comprendidos entrs
los dfas 6 y 15. Los ratones muertos en las primeras 24 horas no
se tuvieron en cuemta para el cdlculo de 1 DL50 por cuanto se com-
siderd su muerte debida a la técnica de inoculaciém, El tftulé del

virus se calculd por el método de Reed y Muench (49).
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Seroneutralizacidn,

Todos los sueros de conejos obtenidos en el presente estudio,
un total de 288 muestras, se procesaron para determinar anti-
cuerp6s neutralizantes en forms cuslitativa, es decir, el sue
ro sin dilufr. Se consideraron positivas todas aquellas mues
tras que inoculadas dieron proteccisn a tres (3) o més de los
cinco (5) ratones que se utilizaron por muestra, Para la prug
ba cuantitativa se seleccionaron dGnicamente los susros que co =
rrespondfan a las muestras tomadas en el dfa 11 por el hecho de
que en tres de los cuatro esquemas de inmunizacién estudiados,
la presencia de anticuerpos no se detectd antes de ese dfa; a
los 18 dfas pensando em la concentracidén de anticuerpos en el
caso de un perfodo delincubacién corto de la enfermeédad; a los
47 dfas por tratarse de uma etapa intermedia en el experimento
y a loa 80 dfas por ser la fecha limite del estudio, el suerc
para estas pruebas se inmactivé a 56°C por 30 minutos, La se-
roneutralizacidén cuantitativa se realizd con diluclones seria-
das en PBS al 1:5, 1:10, 1:20 y 1:80. De cada una de estas di
luciones se tranafirid a tubos de serclogfa 0.3 ml. y se agre-
ga 0.3 ml, de la dilucién del virus a la cual se ha calculade
100 DL50 por 0.03 ml, Esta prueba lleva un control positivo
formado pér sueros équino hiperinmune y otre negative de suexro
normal bovino, de cada uno de ellos se transfirid 0.3 ml. a ty
bos de serologfa y se agregd igual cantidad de la dilucién del

virue empleada para los suercs problema.
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Despuds de un perfodo de incubacién en bafic de agus & 37°C por 90
minutos, se inoculd por via intracerebral com 0.03 ml, a ratones

de 21 dfas, cinco (5) ratomes por cads dilucién con jeringa de =
0.25 ml, y aguja corta calibre 26. Los difsrentes grupos de ra-
tones se ¢olocaron en cajas metdlicae cuidadosamente rotulades y se
aiglarom. Los ratones se cbsérveron diarismente ancténdose el nd -
wmerc de muertos camprendidos entre los dfas 6 y 16 después de la -
inoculecidn, Los titulos del suerc se determinaron por el método
de Reed y Muench(49).

Ramr

1.4, T{tulo del virus comtrel,

Al mismo tiempo que se adelantaba la prueba de seroneutrslizacidn,

se tituld el antf{genoc empleado en dicha prusba; para lo cusl se hi
cieron diluciones seriadas logarftmicas en base 10 del antigeno, se
rasé 0,3 ml, de cada diluecidn & una serie de tubos y se agregd igual
cantidad de suero normal bovimc inactivads, Esta titulaciém se hizo
con el propdeito de controlar el virus que se estd empleando y deter
minar asf exactamente las DL5Q empleades. Los pasos sigulentes se hi

cleron igual que para la titulacién del antfgeno.
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Electroforesis.

Paralelo con la prueba de seroneutralizacién, se hizo un es
tudio de las protefnas del suero de los conejos en experi -
mentacién mediante electroforesis. S5Se estudlarcon todos los
sueros recolectadcs de log Grupos A y B de immunizacidn, con
el propésito de estudiar la fraceién gamma globulina, como
congecuencia del estfmulo antigénico de la vacuna antirrdbica
y principalmente para conocer el estadc nutricicpal de los
animales a lo largo del estudio evitando asf imcorrectas in -

terpretaciones de la respuesta inmunolégica.

Para los estudios electroforéticos de los sueros de los ani -
males en experimentacidén, se utilizd el sistems Beckman - Mi-
¢rozone, empleando como medio de soporte membrana de acetato
de celulosa biolégicamente inerte de 130 micras de espesor y
poros uniformes de 2 micras de didmetro siguiendo la técnica
descrita en el mancal de Inztrucciones Beckman RM - IM - 3

(37).

Una pequefia gota de suero z& depceita sobre papel parafinado,
se 1lena la microcelda con solucién buffer barbitval pH 8.6 -
hasta 1a marca indicada, se preparan ademfis cinco {5) cubetas
de polipropilen con lag siguientes soluciones asf{ : la.) So-

lucidn buffer barbital pH 8.6; 22) Solucidn de rojo Ponceaus
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3a.) Solucién lavadora de &cido acético al 5%; 4a) Etanol

absoluto y 5a,) Solucién aclarante de cicloexanona al 30%

Se impregna la membrana en solucién buffer, se retira el
exceso de solucidén por absorciém con papel filtro, se colg
ca esta membrana sobre el puente d; la celda dond&-queda
muy bien extendida teniendo cuidado de que los extremos de
la membrana queden sumergidos entre el buffer sin tocar las

paredes de la microcelda,

En estas condiciones se procede a sembrar la muestra de sue-
ro lo cual se hace mediante un aplicador mécanico que recoge
exactamente la cantidad requerida. Hecho esto se conecta la
microcelda a 1a fuente de energis, accionando el switch selec
tér gse escoge &l voltaje constante entre 0 - 300 v, En estas
condiciones se enciende el Duostat y se lleva a 250v. por 16

minutos.

Enseguida biene el proceso de fijacién y coloracién de la mem
brana con rojo - ponceau, lavar dcido acético, luego otro ba-
fio de alcohol etflico y por.dGltimo una solucién aclarante:de

cicloexana, En este estado.se recoge la membrana sobre una -
lémina de vidrio y se lleva a secar en calor seco por 15 mtﬁg

tos a 100°C de temperatura.



En estas condiciones la membrana queda lista para su lec-
tura en el densitémetro de Microzone, Para hallar el va-
lor nimerico del trazo completo; los picos individuales

se separan por lineas verticales representan el &rea que
cobija la curva, El trazo completo de la electroforésis

representa el 100% y cada curva un porcentaje.

Con log datos de porcentaje y con el valor de la proteine
mia en gramos se calculd la concentracidén de cada fraccién

en gramos o en miligramos,

3.3.3. FProteinemia,

La determinacién de protefna total se hizo por medic de la

té€cnica colorimétrica de Biuret (5).
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4, RESULTADOS

TITULAGION DE ANTIGENO.

El antigeno prepsradipara este estudio presenté una variscidn

de £ftulo de un logaritmo de diferencia,desde un mfnimo de 10=6

hasta un miximo de 10n7, variacidén que se considera aceptable
en esta cepa de virus rébico segin Atsnasiu (3)., Este tipo de
diferaqcia datermind que la dosis descargada en las diferentes

pruebas de seroneutralizacidn fueran de 11 a 500 DL30.

REACCION A LA VACUNA,

En los diferentes sitios en que se hizo la inoculacidn subctu -
tinea pera el esquema de Inmunizacidén del Erupo A, no &e cbser-
v§ reaccidn local de ninguna clase; mientras que en lLos lugares
donde se procedid a la inoculacién intradérmica para los Grupos
B.C. y Dy se presentd en algunos casos una moderada zona erite-
matosa medible de B & 12 mm, de difmetro, la cual desaparecld

al cabo de 48 horas. No se cbservd otro tipo de reaceidm locsl

o sistémica en ninguno de los casos,
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4.3. DETERMINACION DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES.

Para este estudlo se determinaron loe tfituloe obtemidos por
cade animal & lo largo del experiment¢ en los diferemtes pe
ricdos de tiempo ya fijados; luego se procedid em cada in -
tervalo, a sacar el promedio aritmético de los titulos obtg
nidos por los 8 comejos que formabam perte de cada grupo da

Inmunizacién.

El titulo meutralizante del swverc, caleculadeo por el método de
Reed y Muench (49}, se expread como el recfproco de la diiu -
cifn, la cual pr@tégié el 507 de los ratones Iinoculados. Los
sueros problemss fueron considerados positivos si el 507 de

los ratones eran protegidos a diluciones igusles o mayores de

1: 5 contre 10 & L00DLSY del virue Stemdard.

Como se puede ver em la taebla No. 3.1, los animales correspon
dientes al Grupe A, no presentaron &videnc%a de anticuerpos &n
tirrébicos en la muwestra del suers de prevacumaciém, igual pazs
log dfgs 4 y 7 después de inicizda la Inmsmizecifn. A partir -
del die 11 se demostré la presencis de amnticuerpos cilrculautes,
con tftulos que veriaban de 28 a 80 y medie igﬁml a 50. & los
18 dfas después de la primers inoculacildm del titulo meutralizes
te de 80 raveld un escenso en la tese de anticuerpos; a log 47
diss se mantenis &l nivel de anticuerpos em 80, con une vaxria -
¢ién de 40 & 145. A los 80 dfes despuls de infcisda le Inmoni-

zacidn, este nivel descendis a 50 com una variaciln de 30 & 9I.



TABLA No. 3.1. TITULO RECIPROCO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES EN

47

SUERO DE CONEJOS DEL GRIPO A, POR DIAS DE SANGRIA,

ESTUDIO EXPERIMENTAL,

INMUNIZACION ANTIRRABICA -

FUENZALIDA - PALACTOS, VIA SUBCUTANEA.

1,973,

BOGOTA, -

T — 1
| IDENTIFE, : DIAS DE SANGRIA _J
..CAGION- L0 A 7 11 i 15 | 18 *27 47 80 E
A I
76 f-2 <2 -2l 72 D42 80 [+2 |1 91
277 |- 2 | -2 -2 8 | +2 |80 [+2 | s 60 °
281 |-2 |-2 =2 4 | +2 | 80 |+2 |145 58
282 -2 |-2 -2| 4 | +2 | 80 |+2 | g0 60
339 |2 |-2 -2] 40 | +32 | 80 |+2 | 4 30
W0 -2 |-2 -2 28 | +2 | 80 |+2 | 40 4t
w2 -2 |-2 -2} 3 | +2 |80 |+2 | 80 52
343 [-2 | -2 -2 | 56 ' +2 | 80 l+2 | 48 26

* Sin titulacién cuantitativa.



48

La tabla 3.2 permite chaervar los resultados obtenidos con el Grupo
B., en sste grupo no se¢ demostraron anticuerpos neutralizantes en
las muestras del suero ain diluir correspondientes a loa dias : 0,
4, 7, 11, 15, 18, 27 ¥ 47 después de iniciada la vacunacién. Se t2
mé en este Grupo, el dfa 47 como limite de tiempo razomable para de
terminar la presencia de anticuerpos antirrébicos ocasionados por el

eatfmulo antigénico producido por la dosis recibida.

Los suercs de los conejos correspondientes al Grupo C., no tenfan ap
ticusrpos antes de iniclada la vacunacién, ni en los dfas 4 y 7 pos-
tariofes a ésta, pero el dfa 11 presentaron anticuerpos neutralizan-
tes, con t{tulos que varfan entre 10 y 80 y promedio de 27; a los 18
dfas se nota un aumento de t{tulo se mantenfa en 50, para descender

ligeramente hasta 37 al cabo de 80 dias después de iniciada la vacu-

nacién, como se puede ver en la tabla Ne. 3.3.

Igual que en el caso anterior, el Grupo D., no mostré anticuerpos an-

tes de la primera dosis de vacuna, ni & los &4 vy 7 dfas después de ella,
a los 11 dfas se registrd un tftulo promedio de 15 con variacién entre
10 y 23. En el dfa 18 se presents un leve descenso de 15 a 13, el cual
ge prolongé hasta los 47 dfas con tftulo de 12 y una variacién de 10 a
16; en el dfa 80, lfmite del experimento, se observé un aument; coneide

rable a 20, y un rengo de 5 a 40 ( Ver tabla No., 3.4 )
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TABLA No. 3.2 TITULO RECIPROCC DE ANTICUERPCS NEUTRALIZANTES EN SUERC

DE CONEJOS, DEL GRUPO B, POR DIAS DE SANGRIA.

ESTUDIO

EXFERIMENTAL. INMUNIZACION CON VACUNA ANTIRRABICA FUEN

ZALIDA - PAIACIOS, VIA INTRADERMICA, BOGOTA 1,973

DIAS DE

IDENTT - SANGRIA
FICACION 0 6 | 7 1r | 15 | 18 27 47 | 80
27 2 cal-2 | -2 -2 f-2] -2f-2]-2
37 2 -2]|-2 | -2 |-2]|-2] <2]-21]=2
32 2| -2]|-2 [ -2|-2}-2] -2]-21-2
321 2| -2]-2 | -2}|-2}|-2] -2{-2/|]-=-2
329 2| -2]|-2 | -2 -2|-2]| ~2]-2]-2
330 2| -2}|-2 | -2|-2]-2| -2]-2]-=2
321 2 -2}-2 | =-2]|-2]-2| -2{-2}]-2
331 2| -2|=2 | =2 | -2 | -2 —2|-2|[-2




TABLA No., 3.3.

= N N

MBLIOTECA AGROPECUAR'A DE COLOMSM
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TITULO RECIPROCO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES EN SUERO
DE CONEJOS DEL GRUPO C, SEGUN DIAS DE SANGRIA. ESTUDIO
EXPERIMENTAL. INMUNIZACION CON VACUNA ANTIRRABICA TIPO

FUENZALIDA - PALACIOS VIA INTRADERMICA. BOGOTA, 1973,

IDENTIFE AS DE SANGRIA,
i * * !

CACION, 4 7 . 11 |15 18 27 47 80
34 -2 2 . 13 | + 2 80 |+ 2 80 30
© 48 -2 2 Qm + 2 22 |+2 35 30
278 -2 2 | 18 | +2 18 |+2 a5 14
338 =2 2 14 | +2 40 [+ 2 57 64
341 -2 2 45 | +2 26 [+2 | 30 . 25
345 -2 2 20 | +2 80 |+ 2 60 80
348 -2 2 17 | *+2 | 60 +2 1. 8 . 2 | |

| 384 =2 2 80 | ¢ 2 | 60 |+ 2 30 35

* Sin titulacién cuantitativa,



TABLA No. 3.4.

5i

TITULO RECIPROCO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES EN SUERO
DE CONEJOS DEL GRUPO D, SEGUN DIAS DE SANGRIA. ESTUDIO
EXPERIMENTAL INMUNIZACION CON VACUNA ANTIRRABICA TIPO -

FUENZALIDA ~ PALACIOS, VIA INTRADERMICA, BOGOTA, 1,973

IDENTIFL DIAS DE SANGRTIA.
CACION, * ¥
4 7 1m | 15 {18 |2 47 80
1 -2 | -2 19 | +2 ;10 |+2 | 10 13
32 -2 | -2 13 | +2 {10 [+2 | 12 35
208 -2 | -2 13 | +2] 10 |[+2 | 10 5
210 -2 [ -2 15 | +2 [ 20 {+2 | 10 10
214 -2 | -2 10 | +2] 10 [+2 | 11 10
215 -2 | -2 10 | +2 )10 [+2 | 10 30
217 -2 | -2 23 | +2 | 26 |+2 | 15 40
219 -2 | -2 18 | +2 | 12 | +2 | 16 16

% Sin titulacién cuantitativa,



52

La tabla No.4 resume los resultados del experimento, por grupos de
vacunacién, Cabe anotar que a partir del dfa 11 y para los Grupos
de Immunizacién A, C y D., se registré por primera vez presencia de
anticuerpos, ademéz se notd una relacidn entre la cantidad de vacu-

na inoculada y el titulo de anticuerpos asi :

4.3.1, Dfa 11 ; El Grupo A., tenfa 11 dosis de inoculacién correspon -
diente a 11 ml. de vacuna, todos los animales inoculados respondie -
ron con produccién de anticuerpos y un tftulo promedio de 50, El -
Grupo B., habfa sido inoculado con una dogisg de 0.2 ml, de vacuna y
no se presgntﬁ respuesta de anticuerpos en ninguno de los miembros de
este Grupo; y el Grupo C., tenfa inoculado 5 dosis de vacuna corres -
pondientes a un total de 1 ml, y hubo respuesta de anticuerpos en un
100% y un titulo promedio de 27, El Grupo D., tenfa 3 dosis inocula-
das correspondientes & 0.6 ml, de vacuna y respondié todo el Grupo con

un pranedio de 15,

4,3.2, Dfa 18 ¢ El Grupo A., habfa completado la serie principal de =
inoculacidnes correspondientes a 14 ml, de vacuna, la respuesta de to
dos los integrantes del Grupo fue con titulo promedio de 80, El Gru-
po B., con la serie completa de 1 dosis continuaba sin respuesta de an
ticuerpos neutralizantes. El Grupo C., con la serie de 5 doeis corres
pondientes a 1 ml. present§ respuesta de 100% y promedio de 50, El -
Grupo D., con 3 inoculaciones correspondientes a 0.6 ml, de vacuna an-

tirrdbica, una respuesta total y un promedio de 13.
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RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE SERONEUTRALIZACION EN CONEJOS

i

¢

4
B

:

TABLA No. &
DE LOS GRWPOS A, B, C, D., Y DIFERENTES PERIODOS DE TIEMPO
ESTUDIO EXPERIMENTAL., INMUNIZACION CON VACUNA FUENZALIDA -
PALACIOS. BOGOTA, 1,973
‘DIAS POST- lz DE ANM& | yryuos mecTPROCOS
| CRIPOS No. DOSIS | CANTIDAD |LES CON RES™ " ’
INOCULAC, - | PROMEDIO
. : PUESTA, VARIACION, o
A 11 11.0 100.0 28-80 49,50
11 B 1 0.2 0 - -
1 c 5 1.0 100.0 10-80 27.13
b 3 0.6 100, 0 10-23. . ... _.15.13.
g A 14 14.0 100.0 80 80.00
! B 1 0.2 0 - -
18 c 5 1.0 100.0 18-80 50,75
§ D 3 0 [] 6 109_0 0 s 10-26 .- [ l,a... ig_, — e
! A 16 16,0 100.0 40-124 80,13
&? B 1 O, 2 0 = -
c 7 1.4 100.0 30-80 50, 88
> 4 0.8 100,0 _ _10-16 1175
A 16 16.0 100.0 30-91 52.67
80 c 7 1.4 100.0 14-80 37.25
D 5 1.0 100.0 5-40 19.89




4,3.3, Dfa 47 : El Grupo A,, completa ya su esquema de Inmunizacién
de 16 dosis de 1 ml, cada uno correspondientes a 16 ml, de vacuna,
respuesta total de 100% y un promedio de tf{tulos de anticuerpos de
80, El Grupo B., con una dogis de 0,2 ml. no produjo reaspuesta de
anticuerpos v fue descartado por considerarse un tiempo suficiente
para determinar respuesta serolégica. El Grupo C., con el esquema
de Inmunizacidén completo de 7 dosis correspondientes a 1.4 ml. de
vacuna, una respuesta del 100% y promedio de anticuerpos de 50, El
Grupo D., con 4 dosis de inoculacién correspondiente a 0.8 ml, un

porcentaje del 1007 de respuesta y un tftulo de 12,

4.3.4, Dfa B0 : Limite del experimento; el Grupo A., con el esquema com
pleto de Immunizacién correspondiente a 16 ml, un 100% de respuesta
y un promedic de anticuerpog de 50. El Grupo C., con el esquema de
Inmunizacidén completo correspondiente a 1.4 ml., de vacuna, un por -
centaje de respuesta del 100% y tftulo promedio de 37. El Grupo D.,
ya con su esguema de Inmunizacidn completo de 1 ml, de vacuna una -

respuesta del 100% y titule promedio de 20,

La Gréfica No, 1 wmuestra el comportamiento de la produccidn de anti-
cuerpos para los Grupos A, C. y D. Como se puede apreciar en la figu
ra unicamente & partir del dfa 11, después de la primera inoculacién,
fue posible detectar tf{tulos de anticuerpos en cada uno de los grupos

los cuales persistian aGn en el dia 80, Para los Grupos Ay C., la pro
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duccién media de anticuerpos tiene tendencia similar; del dfa 11
en gue comienza_ln produccién, hasta el dfa 18 se incrementa brus
camente, del dfa 18 al 47 el nivel es constante para ambos Grupos
y de ahf en adelante hasta el dfa 80 en que se hizo la dltima ti-
tulacién se observa un descengso marcado., Es de anotar que el ma-
yor nivel inicial alcanzado asi como la mayor disminucién tardfa

en la produccién de anticuerpos corresponde al Grupo A,

Fl Grupo D., por el contrarb, a partir de un ligero ascenso inicial,
presente una tendencia constante de produccién de anticuerpos hasta
los dfas 47 en que se evidencia nuevamente una discreta tendencia

al aumento hasts el dfa 80,

4.3.5, Andlisis Estadistico.

Para el estudio estadfstico de los datos obtenidos en el presente
trabajo, se adopté la distribucién de "t" ( Student) como la més ade
cuads para medir la significancia de las diferencias encontradas en

los grupos experimentales.

Para este andlisis se tomaron en coqslderact&n log Grupos A, C v D,
en los dfas 11, 18, 47 y 80; se precindi$ del Grupo B y de los dias
4 y 7 por tener una produccién de anticuerpos menor de 2, igualmente

de log dfas 15 y 27 por carencia de datos de titulacifn,
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.3.5.1, Comparacidn estadistica de los Grupos A - C,

Para los niveles de anticuerpos alcanzados en los Grupos Ay C.,
lag diferencias encontradas no son estad{sticamente gignifica -
tivas, con excepcién de la prueba realizada el dfa 18, es decir,
que la produccién de anticuerpos obtenida em A,, con 16 ml. de

vacuna antirrébica y via subcuténea es similar a la obtenida en

el Grupo C., con 1.4 ml, y via intradérmica ( Gréfica No.2 )

.3.5.2, Comparacién de los Grupos A y D,

Estadfsticemente las diferencias encontradas en los Grupos A ¥
D son significativas, es decir que si se disminuye la cantidad
inoculada por vfa intradérmica la respuesta de anticuerpos dis-
minuye realmente, Existe sin embargo en este caso un factor de
sesgo que corregponde al esquema diferente de inoculacién que

fue utilizado en el Grupo D ( cada 96 horas ) comparativamente

con el Grupo C ( cada 48 horas ) Gréfico No.3

03.5.3. Comparacién de los Grupos C y D.

Las diferencias encontradas en los dfas 11 y 47 som producidas
por el azar mientras que las correspondientes a 18 y 27 dfas -
son estadisticamente significativas; este fendmeno evidencia que
1as inoculaciones por via intradérmica producen una mayor respues
ta de anticuerpos cuando el tiempo que media entre ellas es menér
aunque los niveles inicfales y finales son similares para los dos

Grupos ( Gréfico No.4 ).
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GRAFICO No, 2 INTERPRETACION ESTARISTICA DE LAS DIFERENCIAS DE PRODUCCION

DE ANTICUERPOS DE LOS GRUPOS A y C, EN VALORES DE t,oC= 5%

Y V=14

p |
Dia | No. Valor ¢ :

)
11 A 2.1077 ]
I8 |.2 | 30124 {®@® O
27 1.3 i.899 - 2.145 [ + 2.148
47 |. 4 14219

:I NO BIGNIFICATIVA

CONVENCIONES
SIBNIFICATIVA

GRAFIZC No. 3 INTERPRETACION ESTADISTICA DE LAS DIFERENCIAS DE PRODUCCION

DE ANTICUERPOS DE LOS GRUPOS A y D, EN VALORES DE t, o< = 5%

Y V=14
t
Dfa | No. | Valort i
|
I I 52087 |
18 2 307443
27 | 3 50856 -2.148 o + 2.148
47 | 4 38178
[:] NG S1NIFICATIVA
CONVENCIONES
- S18NIFICATIVA




GRAFICO No. & -
Dia | No. | Valor ¢
W I. | L3916
18] 2 | 374486
27| 3 | 51481
47| 4 | L8857
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INTERPRETACION ESTADISTICA DE LAS DIFERENCIAS DE PRODUC
CION DE ANTICUERPOS DE LOS GRUPOS C y D, EN VALORES DE

t., X =5% y V =14

- 2148 o + 2.148

D NO SIGNIFICATIVA
-‘ S1GMIFICATIVA

CONVENCIONES
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Estudio de la Praccidén Gamma Globulina del Suero.

Lafsegunda parte de la investigacién correspondié al estudio
de fraccién gamma - globulina del suero de los conejos corres
pondientes al Grupo A., por haber recibido mayor cantidad de
antf{geno y producido los mds altos niveles de anticuerpos,con’
tra el Grupo B., el cual recibid 1la mfnima cantidad de vacuna

(0.2 ml,) y no produjo anticuerpos en el intervalo de 47 dfas,

Para cada uno de los sueros delos miembros integrantes de los
Grupos A y B,, ee hizo un estudioc completo de electroforesis

del suero en los dfas : 0, 4, 7, 11, 15, 18, 27, y 47. Se de
terminé para cada suero su concentracién en gms de albGmina vy
Globulinas : ~< ,‘ﬁB v  Se debe anotar que en el dfa 7 exig
ten dos muestras que no se pudieron procesar por heméligis igual
caso suce¢16 en ellﬂia 11 en ung de las muestras del Grupo A.,
por lo cual no aparecen los resultados de dichas muestras en

la Tabla No. 5 la cual presenta la produccién en Gms de la frac
¢ién Gamma Globulina para los Grupos A y B,, durante los dfas

0, 4,7, 11, 15, 18, 27 v 47.

La Gréfica No.5 muestra la tendencia promedioc de la produccién
de Gamma Globulina de los Grupos Inmunizados con los esquemas

Ay B,, en diferentes perfodos de tiempo y la Gréfica No.6 re-
presenta las rectas de regresidén correspondientes a estos re -

sl tados,
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LOS GRUPOS A y B SEGUN DIA DE SANGRIA,
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No.5 CONCENTRACION EN GRAMOS DE GAMMA GLOBULINA EN LOS CONEJOS DE

ESTUDIO EXPERIMENTAL

INMUNIZACION CON VACUNA ANTIRRABICA TIPO FUENZALIDA-PALACIOS

BOGOTA 1,973,
! ] T
IDENTIFI- | DIA DE SANGRIA :
= . e i
lcactoN, | 0 4 7 11 15 18 27 47
216 0.45 0.53 | 0.69 |0.40 0.29 | 0.31 0.37 | 0,32
o 277§ 0.55 0.58 | 0.51 |0.55 0.92 | 0.8 0.83 0,95
D28 10,95 | 073 | 0.9 | 0.64 0.8 | 0,92 0.92 ;0,58
S 282 jo0.53 0.59 . 0,44 |0.53 0.28 | 0,43 0.37 0,36
s 339 | 0.62 0,47 10,57 10,61 0.48 | 0,50 0.47 | 0.45
'm 340 | 0,60 0.37 - 0.31 0.45 | 0,48 0.45 10,51
un %2 ! 0.30 " 0-&‘5 - - 0."’5 0.48 0045 0.51
| 343 | 0,50 0.56_ | 0.52 |0.58 0.53_ | 0.59 0.58 | 0.47
27 ! 0,58 0.5 | 069 0,72 0.88 | 0,99 0.91 0,90
37 1031 | 049 |0.68 |0.46 0.60 | 0,57 0.46 | 0,76
o 32 105 | 081 |08 0,37 0.62 | 0.56 0.59 ;0,50
321 . 0.78 . 0,31 | 0.71 | 0.46 0.52 ' 0,46 0.62 . 0,62
o 329 | 0.54 0.66 | 0.45 0,20 0.47 | 0,56 0.49 | 0,66
o 330 | 0.78 0,53 | 0,38 0.67 0.63 : 0.60 0.53 |0.52
= 331 | 0.74 0.50 | 0,93 0,63 0.67 | 0.56 0.40 |0.58
o
332 | 0.60 0.51 | 0.85 |0.47 0.54 | 0.37 0,74 | 0,58
!




62

GRAFICO No. 5 - CONCENTRACION MEDIA EN GRAMOS DE GAMMA GLOBULINA EN LOS GRU=-

POS A y B, SEGUN DIA DE SANGRIA. BOGOTA 1973
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GRAFICO No, 6 = RECTA DE REGRESION CORRESPONDIENTE A LA CONCENTRACION

MEDIA DE GAMMA GLOBULINA EN LOS GRUPOS A Y B, SEGUN -

DIA DE SANGRIA. BOGOTA, 1.973,

CONCENTRAGION MEDIA DE SAMMA-OLOBULINA

ESTUDIO EXPERIMENTAL
INMUNIZACION CON VACUNA ANTIRRABICA
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Andligls Estadfstico.

Las pruebas estad{sticas realizadas con los Grupos Ay B pqﬁ
miten establecer que no existen diferencias significativas en
la concentracién de Gamma Globulinserica; para el Grupo A,,

inoculado subcutanesmente y que produjo los mis altoe niveles
de anticuerpos y el Grupo B., cuya inoculacién fue intradér -
mica y que no evidenci$ produccién de anticuerpos. ( Gréficas

Nes, 7, 8 v 9 ).
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GRAFICO No, 7 INTERPRETACION ESTADISTICA DE LAS DIFERENCIAS DE PRODUCCION

DE GAMMA GLOBULINA DE LOS GRPOS A y B, EN VALORES DE ¢t,

K a7, Y V =14

e e e
l
I 1
!

[ofa | No. | vaiort. AT
. LDla| N | val . |
- |o0| 1 | osees / !
104} 2 ;09109 ‘ e

)

'lis! 3| osiez | SRS -4

18| 4 ! 00515 . TE148 °

| 271 & | 03468

‘ 47| 6 | 16490 _ | wo sienipicaTIVA

‘ CONVENCIONES
- SIGNIFICATIVA

L e _ .

GRAFICO No. 8 INTERPRETACION ESTADISTICA DE LAS DIFERENCIAS DE PRODUCCION

DE GAMMA GLOBULINA DE LOS GRUPOS A Y B, EN VALORES DE t,

= 5% Y = 14
h - B - T
// F\
e i ' RS
‘ o e i A
. Dia . Neo. | Valor t. . |
‘ o +2.179

l 7 | 1 | 06023 ’ — ei79
i |

SIGNIFICATIVA



GRAFICO No. 9 INMTERPRETACION ESTADISTICA DE LAS DIFERENCIAS DE PRODUGCION
DE GAMMA GLOBULINA DE LOS GRUPOS A Y B, EN VALORES DE t,
K=s52 v VY =13

_ |

Dia | No. | ‘Valor t. E ‘
|
°

] | 0.1266 - 2,180 + 2180

| NO SIONIFICGATIVA
- SIGNIFICATIVA

- CONVENCIONES




5. DISCUSION

Los datos experimentales comcernientes a la eficacia de la vacuna anti-
rrébica en la prevencién de esta enfermedad em el hombre después de la
axposicién y bajo condiciones maturales de campo son muy dificiles de

obtener .

En primer lugar es imposible disponmer de un grupo control sin tratamism
to, en segundo lugar, la incidencia de esta enfermedad es muy baja en -

muchas dreas geogréficas.

Por estas razones, dos tipos de evidencia para determimar la eficacia de
uma mueva vacuna, son solicitados usualmente, antes de institulrls de -

ugo rutinario en Salud Pdblica.

5.1. Confiabilidad y alto nivel de proteccién em animales de experimem~-

tacidn.

5,2, Seguridad y habilidad de producir adecuada respuesta de anticuerpos

neutralizantes en humanos.

La vacuna amtirrébica tipo Fuemzalida - Palacios, base de este experimsnm
to, preparada en cerebro de ratén lactante enm una emulsién de tejidos al
1% ha demostrado llenar estos requisitos, segin informe de Fuenzalida y

Palacios (14).
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Estas vacunas parecen ser mfs inmundgenas que usadas anteriormente y por
ellos ee han sotudiado diferentes esguemas para humanos, reduciendo el
total de dosis administradas y utilizendo siempre la via subcuténea como
via de irmunizacién. Entre los trabajos publicados al respecto podemos

mencionar : Held (20), Moreira (38), Godoy (17) y Markus (35).

Puesto que la finalidad de este experimento fue el estudio de la via in-
tradérmice Como ruta de Inmunizacién, con vacuna antirrébica Fuenzalida -
Palacios, los resultados se evaluaron por la presencia de anticuerpos neu
tralizantes del virus rébico en el suerc de log conejos, produciendo por
estimulo de los ssquemas de Inmunizacidn experimental comparados con un
Grupo cuyo esquema de irmunizacién correspondia a 14 dosis peor via subcu-
ténea, Se encontrs que el momento de aparicién de los anticuerpos neutra
lizantes coincidfa con los encontrados, en la mayorfia de los procedimien-
tos de vacunscién antirrébica, en un término entre 10 y 14 dfas, Posible
mente a partir de este momento el nivel de anticuerpos neutralizantes ejer
ce una proteccidn efectiva a lo largo de los nervios periféricos por donde
ge disemina el virus desde el lugar de la infeccién hasta el Sistema Ner -

viogso Central,

Uno de los resultados mée satisfactorios de este estudio.ea ¢l hallazgo de
que a los 11 dfas, el 100% de loe snimales vacunados, correspondientes a
los Grupos C y D., respondieron & un minimo de dosis de vacuns (lm., y
0.6 ml respectivamente ) adminiatrada en dosis de (0.2 ml:) y por via

indrad&rmica,
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" La respuesta de anticuerpos obtenida con una dosis total de 1.4 ml,
por via intradérmica es similar a la que se obtuvo por via subcutd
nea y 16 ml, con una seguridad estadistica del 95%. Al disminuir

la cantidad de dogis hasta 1 ml, ( Grupc D ), se obtiene una menor
respuesta de amticuerpos, siendo las diferencias encontradas con el

Grupo A significativas,

La respuesta bastante similar entre los Grupos A y C., indica la ne-
cesidad de estudios suplementarios dirigidos a la blGsqueda de un es-
quema con mfnima cantidad de vacuna aplicada por via intradérmica;
igualmente la blisqueda de diferentes intervalos entre dosis para va-
lorar el esquema mfs adecuado de inoculacién; como lo sugieren los

resul tados estadfsticos obtenidos con los Grupos C y D.

Los antlcuerpes cilrculantes persiaten durante miachos aflos y su con =

centracién se puede aumentar facilmente con dosis vacunales de réqu;
zo segin informe de Fox (15), Esto se comprobd en parte en nuestro =
estudio al observer que hasta el dfa 80, después de iniciada la vacu-

nacién, permanecfan apreciables titulos de anticuerpos.

La verdadera importancia de la altura de tftules de anticuerpos neutra
lizantes es discutible, Koprowski (9), informé que en primates un tfty
lo de 80 o superior iba acompafiado de proteccidén contra una confronta-

cién masiva de 10,000,000 dosis infecciosas de virus para el hombre,
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administradas en el misculo del cuello de los animales vacunados; el
mismo autor (28), reporté que relativamente pequefta cantidad de anti
suers potente suministraba proteccién significante en curies contra
virus infecciosos; en tanto que Carneiro (L0) y Gémez (18), fallaron
en demostrar completa correlacidén en titulo de anticuerpos y resisten

cia a la confrontacidn en ganado.

Debido a que 1@3 anticuerpos son protefnas correspondientes a la frac-
cién Gamma Globulina del suero, se analizé esta fracciénm para los Gru-
pos Ay B., a lo largo del experimento. Las pruebas estadfsticas rea-
lizadas con estos dos Grupos, permitieron establecer que no existfa di
ferencia significativa en la produccién de Gamma Globulina es decir que
su comportamiento fue similar; de lo cual se deduce que la concentracidn
de anticuerpos no esta relacionada con la concentracién en Grms de Gamma

Globulina sino con la actividad bioldgica de ésta.

Estos esquemas de Inmunizaciém por via intradérmica, deﬁarfan recibir -
una aplicacidén para estudios posteriores en humanos como esquemas profi-
licticos, debido a que estimula en un 100% la produccién de apreciables
tftulos de anticuerpos con mfnima dosis de vacuna (1.4 ml.y 1 ml,) lo cual
hace que tiendan & minimizar los riesgbs de encefalitis alérgica post -va

cunal.



6, CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este estudio sobre " Vacuna Antirrébica Fuen-
zalida - Palacios administrada intradermicamente., Estudio Experimen-

tal en conejos" se pueden sacar las siguientes conclusiones :

6.1. 51 se utiliza la via intradérmica para Immunizacién con vacuna
antirrdbica se obtiene una respuesta similar en el tftulo de anticuer-
pos con uma cantidad mfnima de vacuna, (1.4 ml.) con relacisn a la res

puesta a la inoculacién por vfa subcutfnea que recibe 16 ml, de vacunas.

6.2, S1i se amplia el tiempo de inoculacién intradérmica a 96 horas en-
tre dosis y dosis de 0.2 ml, se observa una disminucién en el tftulo de

anticuerpos,

6.3. Se logré un estfmulo mayor en la produccién de anticuerpos con la
dosis de resfuerzo aplicada a mayor distancia de la dosis inicial de va-
cunacién (69 dfas ). A conclusiones similares se llegé en inmunizacién
antirrdbica con vacuna preparada en Embrién de Pato aplicada por via in-

tradérmica, Shurrenberger (56).

6.4, No existe diferencia significativa en los niveles circulantes de
Gamma Globulina entre el Grupo A.,, Inmunizado con 16 ml, de vacuna que
produjo el mayor titulo de anticuerpos neutralizantes y el Grupo B., ino
culado con una cantidad de 0,2 ml, y carencia total de anticuerpos neu -

tralizantes,



7. RESUMEN

Con el objeto de estudiar la vis intradérmica para inmunizacién anti-
rrébica, utilizando vacuna Fuenzalida - Palaciogkf Se realizé un estu

dio comparativo de los titulos de anticuerpos neutralizantes en cuatro
Grupogs de conejos inoculados con diferentes esquemas de vacqnacién e
identificados como : Grupos A.B.C, y D. El Grupo A., recibié dosis
diarias de 1 ml, de vacuna via subcuténea durante un perfodo de 14 dfas
méis dos refuerzos de igual cantidad a los 10 y 20 dfas después de sumi-
nistrada la Gltima dosis de la serie inicial, El Grupo B., recibis una
dosis de 0.2 ml, por via intradérmica., El Grupo C,, fue inoculado con

5 dosis de 0.2 ml, por via intradérmica éadn 48 hora; niis dos refuerzos

a los 10 y 20 dfas después de la dltima dosis de la serie; y al Grupo D.,
se le inoculd con tres dosis de 0,2 ml, por via intradérmica cada 96 horas
m&s dos refuerzos de igual cantidad a los 30 y 60 dfas después de la dlti-

ma dosis de la serie principal,

Los grupos A.C, y D., presentaron respuesta de anticuerpos y fue negativo
pars el Grupo B, ©Para los niveles de anticuerpos alcanzados en los Gru-
pos Ay C,, las diferencias encontradas no son estadisticamente significan

tes, El Grupo D,, mostrd diferencia estadfstica con el Grupo A. (P 0.05),

Evaluando los reiultados-obtenidoi en este estudio se puede concluir que :
1. 81 se utiliza la via intradérmica psra Immunizacién, se obtiene una -
respuesta similar en el t{tulo de anticuerpos con una cantidad minima de

| ]

vacuna, con relacién a la respuesta a la inoculacién por via subcuténea.
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2, Ko existe diferencia em ios niveles de Gamma Globulina circulante
entre el grupo que recibié mayor estimulo antigénico y aquel que fue
incculado con una dosis minima de antfgeno. 3. La via intradérmica
es una excelente ruta de inmunizacién que responde con minimas dosis
a la proteccién, lo cual posiblemente disminuya el riesgo de reaccip
nes alérgicas post - vacunales, &, No se presenta reaccién local en
el gitio de la inoculacién., 5. Seria recomendable intensificer estu

dios en este campo con miras a una aplicacién en humanos.



8. SUMMARY

The purpose of this work was to study the intradermic route for antirabies

Immunization using Fuenzalida = Palacios Type vaccine.

Neutralizing antibodies titers were compared ameng four group of rabbits

( A.B.C. and D) inoculated according with differemt schedulés. Group A.

( control group ) received daily doses of 1.0 ml. of vaccine via subcutapeus
during fourteen days plus 2 beosters of 1.0 ml. each, 10 and 20 days after
the last inoculation. Group B received 0.2 ml., of vaccine, via intradermic;
Group C received five'dosic of 0.2 ml. via intrndermi& 48 hours appart each
other, plus two boosters 10 and 20 days following the last inoculation, Group
D received 3 inoculations of vaccine of 0.2 ml. each via intradermic every

96 hours plus two boosters of same amount 30 and 60 days after the last

inoculation.

Group A.C. and D., developed neutralizing antibodies. Group B do not. The
highest level of antibodies were detected for Group A and C; showing mo
statistical difference between them, Group D do show Statistical difference

with Group A ( P <T 0.05 ).

Gamma Globulin levels sin Group A compared with levels in Group B showed no

statistical difference ( P<< 0.05 ).
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Gomelusions: 1. Using intradermic route for amtirabies immmunization

{ under our experimental comditions ) we have seen similar antibodytiters
compared with control group. 2. There was not difference in circulating
lavels of gamma globulinsg between the control grouwp amd the ome receiving
ifnimel amount of antigen ( Group B ). The imtradermic route was an
sxellent one for rabies immmnigation developimg gvod amtibody response
with minimal amount of smtigem, reducing the risk of post - vaccinal
zeaction. 4. No local reactiom were observed. 5. Our results suggest
8 sontinued research on this field to dilucidate the possibility of using

tiis route and schedule om human being fmwnizatiom.
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