VIABILIDAD DEL VIRUS FLURY ALTO PASAJE A DIFERENTES
TEMPERATURAS UTILIZANDO DOS CONSERVADORES

Resumen

M.V.Z. DIGDORO BATALLA C.1

Se ensay¢ la viabilidad de vacunas antirrabicas cepa Flury (HEP) elaboradas con dos conservadores,
almacenadas a las temperaturas de 2, 20 y 30°C. y reconstituidas a 1, 10, 20, 30, 60, 90 y 120 dias de
su preparacién. La viabilidad de la vacuna se determind calculando la dosis letal 50% por el
método de Reed y Muench, en ratones lactantes. Las vacunas conservadas a 37°C. disminuyeron
considerablemente en su potencia. Dos de los seis lotes conservados a 20°C. tuvieron un titulo
aceptable a los 20 dias, disminuyendo su potencia a los 30 dias. Las vacunas conservadas a 2° C.
fueron las UGnicas que mantuvieron su potencia hasta los 120 dias. No hubo diferencia estadisticamente
significativa (P < 0.05) entre los conservadores utilizados.

Desde que Koprowski (1954, 1955) demos-
tr6 que la vacuna antirrdbica cepa Flury alto
pasaje (168-172 pases) protege al ganado bo-
vino contra la rabia paralitica, es la que mas
se ha utilizado en México. El valor antigénico
de esta vacuna, en el momento de ser aplica-
da, depende en parte de la forma en que sea
conservada, particularmente de la tempera-
tura de su almacenamiento. Por lo tanto,
seria de gran interés el conocer las modifi-
caciones que sufre cuando se mantiene a dis-
tintas temperaturas y con diferentes conser-
vadores o estabilizadores para tener una idea
de cudl seria su efectividad antigénica (Flo-
res, 1965).

El estudio de la potencia y antigenicidad
de la vacuna puede efectuarse mediante va-
rias pruebas: proteccion otorgada a cuyes
(Koprowski, 1967), pruebas de antigenici-
dad en cuyes u otros animales (Gémez et al.,
1955; Carneiro et al., 1955); determina-
cién de la viabilidad, a través de la dilucién
minima de la vacuna capaz de producir la
muerte en el 50% de ratones inoculados; y
proteccion proporcionada en ratones vacu-
nados por via intramuscular y posteriormente
expuestos con virus rabico (Dean, 1960;
U.S.N.I.H., 1953).

Se ha observado que existe una correla-
cion entre el titulo de viabilidad en ratones
y las pruebas de antigenicidad en cuyes, tanto
con vacuna Flury de bajo pasaje (Phillips.
1964) como con la de alto pasaje (Valdés O.,
1965), por lo tanto, en este estudio, se utilizd
la prueba de viabilidad en ratones (OMS,
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1966) para conocer la potencia de las vacu-
nas.

En la preparacion de la vacuna antirrabica
cepa Flury, tanto de alto como de bajo pasa-
je, las suspensiones del tejido embrionario
infectado son adicionadas con estabilizadores
que protegen su viabilidad. Se considera que
la accion de estos estabilizadores varia de
acuerdo con la férmula. En el Laboratorio
de Produccién de vacunas del Instituto Na-
cional de Investigaciones Pecuarias se ha ve-
nido utilizando desde hace varios afios una
formula, y para probar una nueva, se con-
sider6é necesario hacer un estudio compara-
tivo entre ambas, para determinar cual de los
dos conservadores preservaba mejor la viabi-
lidad de la vacuna a diversas temperaturas.

Material y métodos

Se utilizaron cinco lotes de vacuna antirra-
bica de alto pasaje (HEP), avianizada y lio-
filizada, elaborada de acuerdo con la técnica
descrita por la Organizacion Mundial de la
Salud (1966). Cada uno de estos lotes fue
preparado por duplicado utilizando dos con-
servadores elaborados de la siguiente ma-
nera:

C-1) A cada 1,000 ml. de suspensiéon em-
brionaria al 33.3% se adicionaron 10 g. de
glucosa q.p. y 20 g. de glicina.

C-2) A cada 1,000 ml. de suspension em-
brionaria al 33.3% se adicionaron 0.9 g. de
fosfato acido de potasio, 6.66 g. de peptona
y 33.3% g. de lactosa.

Una vez liofilizada la vacuna, se tomaron
al azar 21 frascos, los cuales fueron conser-
vados en grupos de 7 c/u, a las temperaturas
de 2°, 20° y 37° C., que representan aproxi-
madamente la temperatura ideal de conserva-
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cién; la de clima templado y la de clima
calido, respectivamente. Los frascos fueron
protegidos de la luz solar e identificados por
lote y conservador utilizado. De cada grupo
se reconstituyeron las vacunas a los 1, 10, 20,
30, 60, 90 y 120 dias de conservacion a las
temperaturas indicadas y se inocularon por
via intracerebral con 0.03 ml. de diluciones
decimales de 10" a 10® carnadas de ratones
lactantes albino suizo de 5-6 dias de edad,
debido a que la cepa de alto pasaje Unica-
mente mata ratones de esa edad. Los ratones
inoculados se observaron durante 21 dias,
anotandose la mortalidad para calcular la
dosis letal 50% (DL 50) segin el método de
Reed y Muench (1938).

Resultados

Los resultados obtenidos se expresan en
los cuadros NUums. 1, 2 y 3, y en la grafica.
Los titulos obtenidos se expresan convencio-
nalmente como logaritmos positivos.

Las titulaciones iniciales variaron entre
10*® y 10°*. La principal disminucién se
observé en las muestras conservadas a 37°C.
(Cuadro 1), observando que en este grupo,
a los 10 dias, sélo cuatro lotes tenian un ti-
tulo mayor a 103 y a los 20 dias s¢lo un
lote lo sobrepasaba. El titulo de 10> es el
minimo necesario para considerar una vacu-
na efectiva de acuerdo con el comité de ex-
pertos de la OMS (1966).

CuADRO 1
Titulacion de vacunas conservadas a 37°C.
DIAS

Lote ler. 10 20 30 60
12 CI 4,647 2.834 1.569 1.667 0

12 C2 5.000 3.556 2.488 1.237 0.500
14 Cl 5.426 2.567 0 0.918 0

14 C2 5.091 3.625 1.130 0.745 0

15 ClI 5.194 3.143 0 0 0

15 C2 3.647 2.600 0.625 1.863 0

16 Cl 5.000 1.500 3.000 0 0

16 C2 5.127 3.823 0 2.398 0
17 Cl 5334 3.357 2.000 0.767 0

17 C2 4.200 1.834 3.375 1.627 0
Promedio ClI 5.120 2479 1.313 0.666 0
Promedio C2 4,613 3.087 1.613 1574 0.100

En las muestras conservadas a 20°C. (Cua-

tuvieron una titulacién mayor a 103, a los

dro 2) se observé que a los 10 dias todas 20 dias s6lo dos lotes sobrepasaron este limi-
CUADRO 2
Titulacion de vacunas conservadas a 20°C.
DIAS

Lote ler 10 20 30 60 90 120
12 ClI 4,647 5432 4,062 4,205 3426 4432 2.286
12 C2 5.000 3.659 2.834 3.218 3412 3.500 2.500
14 ClI 5.426 4,167 4127 4123 4,689 3.124 2.458
14 C2 5.091 4556 4,695 3.799 2.658 2.604 2.375
15 ClI 5.194 4500 2.500 3.597 0.864 3.500 2.500
15C2 3.647 4334 3.296 3.375 2.639 3.249 2334
16 Cl 5.000 3834 3.790 4,000 3.123 1569 0
16 C2 5.127 3.728 3.625 4500 3.500 2.500 0.715
17 CI 5334 4.148 3.834 4,500 3.500 1.582 0
17C2 4,200 4416 3.795 1.700 3.500 3123 0
Promedio ClI 5.120 4414 3.362 4,045 2.522 2.626 1.448
Promedio C2 4613 4138 3.649 3.318 3141 2.995 1.585
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CUADRO 3
Titulacion de vacunas conservadas a 2°C.

DIAS

Lote ler. 10 20 30 60 90 120
12 ClI 4.647 5.426 4.625 5.500 4.500 4.296 4.426
12 C2 5.000 2.794 4.747 4.500 3.863 4420 3.834
14 ClI 5.426 4.138 4.609 5.123 3.582 3.691 4.642
14 C2 5.001 5.258 4834 5.167 4675 3.730 4.500
15 Cl 5.194 5.000 3584 5.000 4.500 3.747 4.000
15C2 3.647 5.473 4.385 4.747 3.863 4.297 4919
16 ClI 5.000 4.000 4334 4.794 4.500 3592 4.678
16 C2 5.127 4.457 5.943 4.597 3.398 5375 4.707
17 ClI 5.334 4.500 4747 5.000 4.296 4715 3.695
17 C2 4.200 4.291 3.546 4426 5.000 4.747 4.596
Promedio ClI 5.120 4.612 4353 5.083 4.275 4,006 4.288
Promedio C2 4.613 4.454 4551 4,687 4.139 4513 4511

te, ya que poco a poco el titulo fue disminu-
yendo, observandose que entre los 30 y 60
dias ya no se alcanz6 el limite minimo esta-
blecido.

En las muestras conservadas a 2°C. (Cua-
dro 3), se encontré que al cabo de los 120
dias, seguian teniendo una titulacion muy
por encima de la minima establecida por la
OMS.

La grafica se elabord con la media aritmé-
tica de las titulaciones de los diferentes lotes,
e ilustra objetivamente los resultados obte-
nidos.

Discusion y conclusiones

No se encontré diferencia estadisticamente
significativa (P < 0.05) entre los conserva-
dores utilizados en este estudio.

VIABILIDAD DE LA VACUNA CONSERVADA A DIFERENTES
TEMPERATURAS, EXPRESADA EN LOGARITMOS
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El hecho de observar que las vacunas con-
servadas a 20°C. y 37°C., bajan considerable-
mente su potencia después de cierto tiempo,
demuestra la importancia de mantener bajo
estricta refrigeracion (2°C.) a las vacunas an-
tirrdbicas, cepa Flury HEP, desde el momento
en que se producen hasta que son aplicadas
al animal (ver grafica).

Summary

Viability tests were done with antirrabic
Flury (HEP) strain vaccines, made with two
different kinds oi preservative mixtures,
stored at 2°, 20° and 30°C and reconstituted
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at 1, 10, 20, 30. 60, 90 and 120 days after
preparation.

The viability of the vaccines were de-
termined, estimating the letal dose 50% by
the Reed and Muench methods, using suckling
mice.

The vaccines stored at 37°C reduced con-
siderably its potency. Two out of six lots
mantained at 20° C had an acceptable titer
after 20 days, dicreasing its potency at 30
days.

The vaccine lots maintained at 2°C, were
the only ones that maintained its potency
after 120 days.

There was no statisticaly significant dif-
ference (P < 0.05) between the two preser-
vative mixtures utilized.
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