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Resumen

Debido al gran nimero de problemas en el uso, manejo y conservacion de la vacuna contra la encefalitis
equina|1 de Venezuela (EEV), en condiciones de campo, fue necesario hacer varios ensayos con lotes experi-
mentales.

Se titularon cinco lotes de vacuna, elaborada con dos estabilizadores almacenados a 4 y 37°C, y recons-
tituidos a 0-1-2-5-10 y 15 dias. La vacuna preparada con el estabilizador recomendado por la National
Drug Company, mantenida a 4° C perdi6é 0.3 log. en 10 dias y 1.5 log. en 15 dias; mantenida a 37° C
perdi6 1 log. en un dia, 2.3 log. en dos dias y a los cinco dias ya no se pudo detectar virus. La vacuna
preparada con el nuevo estabilizador ensayado, mantenida a 4°C conservé el mismo titulo de virus después

de 15 dias, y mantenida a 37°C hasta cinco dias, perdi6 0.5 log. a 10 dias y 1.2 después de 15 dias.
Los resultados obtenidos indican la conveniencia de utilizar el nuevo estabilizador ensayado en la elabo-

racion de la vacuna contra la EEV.

Introduccion

Desde que fue desarrollada la vacuna con-
tra EEV de virus vivo modificado (TC-83),
se han hecho un gran nimero de estudios
tanto de laboratorio como de campo, para de-
mostrar las bondades en el uso y aplicacion
de la misma. En éstos se encontr6é que era
un producto eficaz para la vacunacion de hu-
manos (Mc Kinney et al., 1963) y caballos
(Spertzel y Kahn, 1971) demostrandose anti-
cuerpos hasta 20 meses después de la inmuni-
zacion (Walton et al., 1972), asimismo Mer-
cado y Batalla (1971), y Monlux et al.
(1972), demostraron que la vacuna no
producia signos o lesiones macroscopicas 0
microscopicas en caballos susceptibles, aun
después de cinco pases.

Otros estudios mas recientes, como los de
Walton y Johnson (1972), demuestran que es
posible detectar anticuerpos neutralizantes en
caballos vacunados después de 20 y 30 meses.
Jochim et al. (1973), demostraron que el uso
de la vacuna atenuada TC-83 en diferentes
concentraciones no produce signos severos de
enfermedad en animales vacunados, dando un
margen de seguridad en su uso, y que resisten
el desafio contra cepas virulentas.
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La vacuna contra la EEV de virus vivo mo-
dificado o atenuado TC-83 es un producto
inocuo y eficaz, que puede utilizarse sin nin-
gun riesgo en cualquier condicién; sin embar-
go, al ser empleada en e] campo se presenta-
ron un gran ndmero de problemas en el uso,
manejo y conservacién de la misma. Por un
lado, con el diluyente, el cual fue cambiado
por otro que no representara problemas en
su elaboracién y manejo (Batalla, Landeros y
Mancisidor, 1973); por otro lado, con el pro-
ducto liofilizado en si, ya que segun las reco-
mendaciones y el protocolo de produccion
obtenido de la National Drug Company, pro-
porcionado por el U.S. Army Medical Research
and Development Command de Fort Detrick.
Maryland, establecian que la vacuna liofiliza-
da se deberia mantener en congelacién a
- 20°C, cosa que es muy dificil o casi impo-
sible en las condiciones del campo de México,
ya que si bien se cuenta con congeladores en
los centros de distribucién de la vacuna, como
son los laboratorios regionales de la Red,
Agencias de Agricultura y Ganaderia, Unio-
nes y Asociaciones Ganaderas, no es posible
obtener hielo seco para distribuir la vacuna de
ahi a los centros de vacunacién; ademas, el
CO, puede penetrar a las &mpulas e inactivar
el virus.

La vacuna se debia mantener a - 20°C, de-
bido probablemente a que como era una va-
cuna desarrollada para uso humano, en su es-
tabilizador no contiene proteinas para preser-
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var el virus. Si se desea que el virus perma-
nezca vivo a 4°C, se deben agregar éstas.

Material y métodos

Se utilizaron cinco lotes de vacuna contra
EEV TC-83; cada uno de estos lotes fue pre-
parado por duplicado, utilizando dos estabili-
zadores, preparados de la siguiente manera:

E 1) Recomendado por la National Drug
Company 0.5% de seroalbumina
humana.

Recomendado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), para
la vacuna antirrabica, que contiene
fosfato &cido de potasio, peptona,
lactosa y 0.5% de albimina bovina
fraccion V.

Una vez liofilizados los lotes de vacuna, se
tomaron al azar 12 frascos de cada lote, los
cuales fueron conservados en grupos de seis
cada uno, a las temperaturas de 4 y 37°C. que
representan aproximadamente las temperatu-
ras de refrigeracion y la de clima calido de
Meéxico.

De cada grupo se reconstituyeron las va-
cunas a los: 0-1-2-5-10 y 15 dias de conserva-
cién a las temperaturas indicadas y se inocu-
laron carnadas de ratones de dos a tres dias
de edad, por via mtracerebral con 0.02 ml de
diluciones desde 107 hasta 10°. Los ratones
inoculados se observaron durante 14 dias,
anotandose la mortalldad con objeto de calcu-
lar la DL50% p°r °I método de Reed and
Muench.

E 2)

Resultados

Los resultados obtenidos se expresan en los
Cuadros 1y 2 y en la Grafica 1.

Los titulos obtenidos se expresan conven-
cionalmente como logaritmos positivos.

En los frascos mantenidos en refrigeracion
a 4°C (Cuadro 1 y Gréfica 1) se puede ob-
servar que la vacuna elaborada con el estabi-
lizador 1 mantiene un titulo mas o menos
similar hasta 10 dias, pero que después de
15 dias pierde hasta 1.7 logaritmos, quedan-
do apenas en el limite inferior para su apro-
bacion (3.7); mientras que los elaborados con
el estabilizador 2, mantienen un titulo acep-
table con un amplio margen hasta de 15 dias.
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CusDRrO1

Titulacion de las vacunas conservadas a 4°C
preparadas con dos estabilizadores diferentes

DI AS
0 1 5 10 15

Num. de lote

1-E1Y  |*5 51 | 5 48 | 36
1-E2? 5 52 | 5 51 | 5

2-E1 52 5 51 | 47 | 35
2-E2 5.1 52 | 51 | 52 | 51

3-El 4.9 5 5 45 | 33
3-E2 51 51 | 51 |5 51

4-E1 5 5.1 5 4.6 35
4-E2 5.2 5.2 5 5.1 5.2
5-E1 5.2 5 5 49 3.7
5-E2 5.1 5.2 5 5 5.1
PromedioE1 | 5 5 5 4.7 3.7
PromedioE2 | 5.1 5.2 5 5.1 5.1

! El-Estabilizador 1
2 E2-Estabilizador 2
* Expresado en logaritmos

En los frascos mantenidos a 37°C (Cua-
dro 2 y Grafica 1) se puede observar que la
vacuna elaborada con el estabilizador 1, des-
pués de un dia, pierde entre 0.7 y 1.2 log., al
segundo dia pierde entre 2 y 2.6 log. y ya no
alcanza el titulo minimo requerido; después
de tres dias ya no existe virus detectable. Por
otro lado, la elaborada con el estabilizador 2,
mantiene titulos similares hasta los cinco dias,
perdiendo entre 0 y 0.8 log. a los 10 dias y
entre 1 y 1.4 a los 15 dias, pero con titulos
todavia superiores al minimo requerido (3.7).

Discusién y conclusiones

Los resultados indican que existe una dife-
rencia significativa entre los estabilizadores
empleados en el estudio. Estas investigaciones
fueron motivo para que el Instituto Nacional
de Investigaciones Pecuarias, como produc-
tor de la vacuna, propusiera al Consejo Técni-
co Intersecretarial, instituido para el control
de la encefalitis equina, la aprobacién para
modificar la férmula del estabilizador, por el
numero 2, que mantiene el virus viable por
mas tiempo.
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CUADRO 2

Titulacion de las vacunas conservadas a 37°C preparadas con dos
estabilizadores diferentes

D I A S
NUmero de Lote
0 1 2 5 10 15
1-E1? *5 41 2.7 <1 <1 —
1-E22 5 5.1 5 5.1 5 4
2-E1 5.2 4 2.6 <1 <1 —
2-E2 5.1 51 49 5 4.5 4
3-E1 4.9 42 2.9 <1 <1 —
3-E2 5.1 5 5.1 5.1 4.3 3.9
4-E1 5 3.8 2.7 2 <1 <1
4-E2 5.2 5.2 5 5 45 3.9
5-E1 5.2 4 2.7 <1 <1 —
5-E2 51 5.1 5 49 45 3.9
Promedio E1 5 4 2.7 <1 <1 —
Promedio E2 5.1 5.1 5 5 45 3.9
1  El-Estabilizador 1
2  E2-Estabilizador 2
*  Expresado en logaritmos
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Asimismo, la vacuna mantenida a 37°C con
el estabilizador 2, pasa la prueba de enveje-
cimiento acelerado (mantener el titulo de apro-
bacion durante 7 dias a 37°C). que la vacuna
era incapaz de mantener anteriormente.

El proceso de envejecimiento acelerado se
considera comparable a mantener la vacuna a
4°C, durante un afio. Por lo anterior se con-
sidera que la vacuna estard en buenas con-
diciones de viabilidad durante dos afios por lo
menos. Este Gltimo punto esta sujeto actual-
mente a investigacion.

De igual manera, se destaca la importancia
de mantener bajo estricta refrigeracion la va-
cuna contra EEV desde el momento en que se
produce hasta que es aplicada al animal.
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Summary

Due to the many problems found in the
handling of Venezuelan Equine
Encephalomyelitis vaccine in field conditions,
it was necessary to do studies with
experimental lots using two stabilizers. The
vaccine prepared with stabilizer N° 1
maintained at 4°C, lost 1.5 log. in 15 days
and maintained at 37°C, lost 2.3 logs. in 2
days and the virus was not detected after 5
daoys. The vaccine prepared with the stabilizer
N® 2 maintained at 4°C, had the same tittle 15
days after, and maintained at 37°C, lost 1.2
logs. in 15 days.

The results indicated the convenience of
using the stabilizer N° 2.
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