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Resumen

La rabia es todavia un importan-
te problema publico en muchas partes
del mundo. En 1993 y 1994 la Organi-
zacion Mundial de la Salud O.M.S. co-
municé mas de 30.000 casos de rabia
humana cada ano. Las vacunas de ra-
bia convencionales por via parenteral
han demostrado alta eficacia y seguri-
dad y estas vacunas controlaron la ra-
bia en animales domésticos. Sin em-

bargo, la erradicacion ng es completa

en los reservorios salvajes. Un
recombinante del virus de vaccinia fue
construido al insertar un gen de
glucoproteina del virus de la rabia en
el vector del virus de vaccinia. Esta
estructura ha llevado a la eliminacion
de la rabia selvatica de grandes areas
de los estados poblados como Nueva
York y Texas.

Summary

Recombinant Technology Rabies con-
trol in domestic and wild animals, G.G.
Gallo.

Rabies is still an important
public problem in many parts of the
word. For 1993 and 1994, the World
Health Organization WHO reported
more than 30.000 human rabies cases
each year.

Conventional parenteral rabies
vaccines have demonstrated high
efficacy and safety, and these vaccines
have controlled rabies in domestic
animals. However eradication is not
complete due to the wildlife reservoir.
A vaccinia virus recombinant v V RG
was constructed by inserting the
glycoprotein gene of the rabies virus
into the vaccina virus vector. This has
led to the elimination of sylvatic rabies
from large areas of the more populated
States like New York and Texas.

Gran parte de las vacunas utili-



zadas hoy en dia se producen siguien-
do las técnicas de Jenner y Pasteur. El
objetivo de la biotecnologia es desa-
rrollar y desde luego producir vacunas
que provean respuestas inmunes ma-
yores a los antigenos polisacaridos o
proteinas con mayor especifidad.

Estas vacunas deberian ser si-
milares en su inocuidad a los produc-
tos inactivos y gran parte de ellas pue-
den requerir un adyuvante para alcan-
zar esta meta.

Con las vacunas atenuadas, se
pretende proveer inmunidad sin causar
la enfermedad o reacciones adversas.
El objeto de la biotecnologia es produ-
cir vacunas igualmente eficaces pero
mas seguras.

Gran parte de las vacunas
virales atenuadas para uso veterinario
no han sido bien caracterizadas o
biologicamente clonadas y consisten
en poblaciones virales mezcladas que
se comportan de manera impredecible.
En algunos casos el proceso de ate-
‘nuacion puéde 3érinadecuadoy el pro-
ducto final producir la enfermedad o
muerte, especialmente en especies en
las cuales la vacuna no ha sido ade-
cuadamente probada. La serie de pa-
sajes en el laboratorio puede ocasio-
nar la reduccion o pérdida de eficacia
de vacunas para la especie original-
mente susceptible.

Deberia ser reconocido que la
atenuacion significa reduccion en la
patogenicidad, pero no necésariamen-
te la completa pérdida de virulencia. Es
de esperar que las vacunas biotecnolo-
gicas sean mas predecibles en su ren-
dimiento en cuanto a seguridad
(inocuidad) que las atenuadas.

El conocimiento de la genética
viral ha conducido a un mejoramiento
de las vacunas tradicionales por la
manipulacion y creacion de mutantes,
genomas reordenados o vacunas con
vectores recombinantes.
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Mientras los bidlogos mole-
culares, inmunologos y cientificos de
varias disciplinas que abarcan las en-
fermedades infecciosas y parasitarias
trabajan para desarrollar nuevas vacu-
nas y adyuvantes para el siglo XXI, no
olvidemos la admonicion de Pasteur
«Monsieur, c’est les microbes qui
auront le dernier mot».

Hasta ahora, el uso de vacunas
antirrabicas convencionales por via
parenteral ha demostrado su alta efi-
cacia en el medio cuando las medidas
preventivas combinan una vacuna efec-
tiva con un buen método de adminis-
tracion.

De todas maneras, durante las
campanas publicas de prevencion, uni-
camente los perros y gatos enrolados
son vacunados, mientras que los pe-
rros y gatos callejeros o sin duenos
permanecen sin ser inmunizados.

Recientemente, los fribrosar-
comas, con vacunas inactivadas, en el
sitio de inoculacion en gatos han reci-
bido gran atencion. La incidencia de es-
tos tumores malignos es de entre 0,1
%y 0,01 %. Aparentemente las vacu-
nas que contienen adyuvantes (como
la vacuna contra la rabia) estarian im-
plicadas en este tipo de reacciones
adversas. La poblacion de gatos en
EE.UU. es tres veces superior a la de
perros. Los veterinarios deben registrar
en la ficha del animal, la zona de vacu-
nacion recomendando, las partes
distales de las extremidades para faci-
litar una posible intervencion quirargi-
ca, por ejemplo la amputacion en caso
de fibrosarcoma.

El porqué de que los gatos su-
peren en cantidad a los perros se atri-
buye a que se adaptan mejor a vivir en
espacios reducidos, y a que son en ge-
neral mas limpios que los perros.

El costo de la vacuna tradicio-
nal contra rabia en Estados Unidos es
de 0,57 de ddlar por animal y de tres



veces mas si se trata de vacunas
recombinantes. Desde 1980, varios ins-
titutos se han interesado en el desa-
rrollo de nuevas vacunas que se ba-
san en la biotecnologia moderna.

Rhone-Mérieux construyé un vi-
rus vaccinia recombinado con rabia vV-
RG (virus de vaccinia conteniendo ra-
bia glucoproteina), al insertar por
recombinacion en el virus de vaccinia
el gen de la glucoproteina del virus de
la rabia de la variedad ERA, (cepa de
rabia tipo ERA) en el gen de la timidina-
quinasa (TK) del virus vaccinia (varie-
dad copenhague). Este vector fue di-
senado para el control de rabia via oral.

El recombinante de éste virus
de vaccinia vV-RG ha sido el objeto de
muchos trabajos y publicaciones, so-
bre todo en animales salvajes por su
aplicacion en forma de cebo.

Para comprobar la estabilidad,
la seguridad, y la eficacia de esta va-
cuna, se han realizado extensas prue-
bas en el laboratorio, asi como prue-
bas de campo.

De 1989 a 1998, se dispersa-
ron en Europa Occidental como doce
millones de dosis para vacunar zorros
rojos y en EE.UU. para vacunar
mapaches y coyotes por via oral usan-
do un sistema de cebo (Registradas en
USDA).

El uso del vV-RG (virus de
vaccinia conteniendo rabia vy
glucoproteina) en Europa, ha llevado a
la eliminacion de la rabia selvatica en
una gran extension de terreno, que
como consecuencia ha sido liberada de
la necesidad de vacunacion.

Datos preliminares de las prue-
bas de campo de EE.UU. indican una
reduccién significativa en la incidencia
de rabia en areas donde se dispersoé la
vacuna.

La seguridad y potencia de éste
virus de vaccinia conteniendo rabia

glucoproteina vV-RG también fue
puesta a prueba por via oral y
parenteral. Su utilizacion no se aprue-
ba por el riesgo zoonético en seres
humanos inmosuprimidos.

Todos los resultados estan de
acuerdo con la recomendaciones es-
tablecidas por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS). Se construyé un
segundo producto recombinante al in-
sertar el gen de la glucoproteina del
virus de la rabia de la variedad ERA,
en el virus de la viruela del canario
(ALVAC-vCP) para su uso parenteral,
en animales de compania.

La segunda de esta vacuna esta
asociada al ciclo reproductivo de este
virus aviar que es abortivo en células
mamiferas (no tiene riesgo zoonaotico).

Todos los experimentos efectua-
dos demostraron la excelente potencia
de este virus de viruela de canario
(vCP) en perros y gatos por via
parental, excluyendo la necesidad de
usar un adyuvante reactogeénico. (apro-
bada en US contra distemper en 1997
y rabia en gatos en 1998).

La seguridad completa, exce-
lente potencia y eficacia, la estabilidad
térmica, y la facilidad de uso de estas
dos vacunas recombinantes abren con
certeza una nueva era en la inmuniza-
cion contra la rabia de animales salva-
jes o domésticos.

Pero estas dos vacunas
recombinantes representan solo nue-
vas herramientas.

No existe un programa que pue-
da tener éxito en el control de la rabia
a nivel mundial sin la cooperacién in-
ternacional.

La rabia es aun un problema de
salud publica importante en muchas
partes del mundo.

En 1993y 1994 la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) inform¢ de
mas de 30.000 casos humanos de ra-
bia en cada ano.



Los perros domésticos son los
principales responsables por el man-
tenimiento de la epizootia y de la trans-
mision de la enfermedad al hombre.
Aproximadamente el 95% de todos los
casos de rabia animal, informados en
todo el mundo, ocurre en perros, y has-
ta el 98 % de las fatalidades humanas
son atribuibles a la mordedura de pe-
rros rabiosos.

A mediados de 1980, la conti-
nuada carga social y econémica de la
enfermedad indujo a la OMS, a refor-
zar el numero de programas naciona-
les dirigidos al control de la rabia cani-
na, principalmente por inmunizacion
masiva de perros.

En 1985 se efectu6 en Lima -
Callao (Peru) una masiva campana de
vacunacion antirrabica.

Fueron vacunados en un mes
270.000 perros (65 %) de la poblacion
estimada.

Los casos de rabia informados
declinaron drasticamente no observan-
dose nuevos casos en humanos.

Todos los datos demostraron los
excelentes resultados obtenidos bajo
condiciones de campo con una vacu-
na con adyuvante e inactivada produ-
cida en cultivo celular. (IMRAB»)

Muchos paises eliminaron la
rabia de los animales domésticos pero
la enfermedad esta aun presente en
reservorios salvajes (zorros,
mapaches, zorrinos, chacales, coyotes,
lobos, murciélagos). Se necesitaba el
desarrollo de otro tipo de herramienta
(vacuna): Una vacuna que se podia
replicar, ser segura, administrada por
via oral, y usando un cebo atractivo
(VRG).

Debido a que en algunos pai-
ses de Asia y Africa se ha menciona-
do un bajo porcentaje de vacunacion
de perros, se consideré que la vacu-
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nacion antirrédbica por via oral ayuda-
ria alcanzar a esos perros.

En términos de logistica, el sis-
tema de vacunacién oral podria ser
hecho en adicién a la vacunacién
parenteral en campanas de vacunacion
masiva. En cuanto a la evolucién tec-
nologica de las vacunas tradicionales,
fue el jefe del Departamento de
Virologia de Biodesarrollo, Merial, Lyon,
Francia, Gilles E. Chappuis, el implica-
do en el desarrollo de un segundo tipo
de recombinantes.

Este segundo recombinante fue
construido como ya se ha dicho, inser-
tando el gen de la glicoproteina del vi-
rus rabico de la cepa ERA, en el virus
de laviruela del canario (ALVAC -vCP).
La seguridad de este virus es comple-
tamente asumido por el ciclo abortivo
de replicaciéon de este virus aviar en
células de mamiferos han resultado
exitoso, sin necesidad de una
adyuvante reactogénico. La completa
seguridad, excelente potencia y efica-
cia, estabilidad térmica, y la facilidad
de uso de estas vacunas recom-
binantes abren una nueva era para la
inmunizacion de animales domésticos
o salvajes contra la rabia.

Vigilancia Epidemioldgica de la ra-
bia en las Américas.

Organizacion Panamericana a la Sa-
lud (OPS)-1977.

La Argentina después de dos
anos sin ocurrencia de rabia humana,
informé un caso ocurrido en una zona
rural, ocasionado por un murciélago
insectivoro.

Respecto a la rabia en anima-
les silvestres, 96 % de 8.238 casos re-
gistrados en 1997, fueron informados
por EE.UU. La especie mas afectada
fue el mapache con 4.300 casos.

Muchas gracias. '



- Distribucion de casos de rabia humana: 1 caso (murciélago no hematofago).

- Casos de rabia en perros.

ARGENTINA
1990 1991 1992 | 1993 1994 1995 1996 1997
57 34 68 101 43 15 8 6

- Casos de rabia en gatos: no se denuncio ninguno en 1997.

- Casos de rabia en bovinos: 82 casos confirmados por laboratorios.
- Casos de rabia en otros animales domésticos (incluye equinos, ovinos, caprinos

y cerdos): 9 casos confirmados por laboratorios.

- Rabia en animales silvestres en la Argentina en 1997: En total 15 casos
informados por laboratorios y confirmados.

- Rabia en animales silvestres (1997) -distribuciéon de casos, segun especies. Ar-
gentina: 9 por murciélago no hematofago, 4 por zorro, 1 por coati, 1 por bufalo
(casos informados y confirmados por laboratorios).

- No se registraron casos de rabia en perros en 1998.

- No se registraron casos de rabia en humanos en 1998.

- Se registraron casos de rabia en murciélagos: Abril de 1999,
rabia en Lasiures cinereusy en Mayo del mismo afo 1 caso de rabia en Molossops
brachymeles en Moron y San Martin, Pcia. de Buenos Aires, respectivamente.

1 caso de
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Diapositivas:

Ne 1- Tipo 3. Esquema de la «Construccion» N@ 2- Virus del Distemper (moquillo canino).
de una vacuna recombinante tipo 3
(Recombitek TM r CDV).

Ne 3- Paso 1. EI RNA es transcripto en sen- N? 4- Paso 3. El germen maestro del virus o
tido opuesto como cDNA (un DNA copia de Distemper (moquillo) es propagado en un
RNA). cultivo de fibroblastos de embrion de pollo
Paso 2. Usando un procedimiento in vitro, para producir el virus de la vacuna.

cDNA, es insertado en el genoma del virus Paso 4. El virus de la vacuna rDistemper
canarypox produciendo el germen maestro (moquillo) es usado para manufacturar la
del virus o rDistemper (moquillo). vacuna Recombitek TM.

14



Wius iy

L

FAD w e On 3
X T ey

‘ =S

»H

BT

Térayvarah DA s ransari inad

N2 5- El virus es dado como vacuna al ani-
mal. El virus entra en la célula huesped.

Animal develops
immunity o
HA & F proteins
and is now
profected against
distemper infection.

N¢ 7- El animal desarrollla inmunidad a las
proteinas HA y F y ahora esta protegido
contra la infecciéon de moquillo.

N¢ 6- Las proteinas HA y F son emitidas por
la célula huésped. EI DNA viral, es transcripto
cuando intenta replicarse en la célula
causando la produccién de HA y proteinas
F. El macréfago toma las proteinas extranas
Ha y F las presenta a los linfocitos.

N? 8- Cebos contenidos vacunas
recombinantes para rabia, en especies sal-

vajes.
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N2 9- Cebos saborizados, con harina de N2 10- Todo los cebos, se identifican y lle-

pescado, usados para mapaches, coyotes van medidas de precaucién por si acciden-

y zorros rojos. Para zorros grises, llevan en talmente son ingeridos por personas. Son

su preparacion, alimento para perros. diseminados, por aviones o helicopteros, re-
sisten fuertes golpes, pero son fragiles a la
mordedura de los animales.

N2 11- Perro afectado de rabia.
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Recombinantes- ¢;Qué son?

* Bacteria, levaduras o virus logrados por ingenieria genética,
* Nueva tecnologia (originada en los 70s)

* Rapido desarrollo- La tecnologia del futuro

¢ Por qué Recombinante?

* Seguridad- permite al cuerpo desarrollar una respuesta inmune con riesgo
minimo
* no organismos patogénicos
- puede no requerir auxiliares

* Enfoca el sistema inmunoldgico en los antigenos claves necesarios para la
inmunidad

* Permite usar vias alternas de inoculacion

Tipos Recombinantes
Definidos por el Departamento de Agricultura de EE.UU. (USDA)

* Tipo 1 (subunidad)- microorganismo logrado con ingenieria genética para

producir una proteina que es cultivada para usarse en un huésped
objetivo

* Tipo 2 (gen borrado)- microorganismo con material genético removido,
reduciendo asi su virulencia

* Tipo 3 (vectorial)- microorganismo con nuevo material genético el cual es
emitido cuando es insertado en un huésped objetivo

Tipo 3 Recombinantes

* Nuevo material genético es insertado en un microorganismo

* El organismo modificado es administrado en un animal receptor y entra en las
células

* Proteina antigénica es producida por las células huéspedes

* El sistema inmune reconoce la nueva proteina y responde con una respuesta
inmune apropiada
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* Ejemplos

* Raboral VRG®
(vaccinla virus)

* rDistemper & Rabia (canary pox)

Raboral V-RG®

* Vacuna vectorial (vaccinia virus), resultado de la ingenieria genética, emisora
del gen de glicoproteina de la Rabia (tipo 3 recombinante).

* Primera y unica vacuna oral que cuenta con licencia del Departamento de
Agricultura de EE.UU. (USDA) para el control de la rabia en la fauna salvaje.

* Usada exitosamente para controlar brotes de rabia en Texas, Florida, Nueva
Jersey, Nueva York, Ohio, Massachusetts, Vermont.

Ventajas de Recombinantes Tipo 3

* No se usan organismos patégenos
* No se usan adyuvantes

* Inmunidad extensa

- respuesta humoral (anticuerpos)
- respuesta mediante células

Virus del Distemper (Moquillo Canino)

Proteinas F (fusion)

Proteina HA

RNA codificando
Proteina F (fusion)

RNA codificando
Proteina HA
(hemaglutinina)
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