Nota de Investigaciin

DURACION DE LA VIARILIDAD DE LA VACUNA ANTIRRABICA
CEPA V-319/ACATLAN, DESPUES DE RECONSTITUIDA

La vacuna antirrdbica V-319/Acatlin c3
claborada a partir de cultivos celulares.
Esta vacuna se aislé a partir de un vam-

iro macho, capturade en San Vicente,

axaca, con infeccion generalizada. Se
procedié a infectar monoestratos de culti-
vos celulares de vampiro, con una suspen-
sién al 20% de cerebro infectado. Después
de 4 pases en células embrionarias de vam-
piro se cbtuve un titulo miximo de 10-%¢
DLS0 para ratén lactante. Dado que estos
titulos eran muy hajos y debido al hecho
de que el virus de la rabia se multiplicaba
en la linea celular BHK-21, 1a u—:sa V-319/
Acatlin adquirié la capacidad de formar
placas en suspensién agarosa, por lo que se
procedi6 a purificar el virus por clonacién,
seleccionando una caja de petri que conte-
nia una sola placa (Bol. sofre rabia para-
litica, 1976).

Esta clona V-319/cl-476 alcanzé enton-
ces un titulo de 10%° UFP/ml estabilizan-
dose en este titulo, A partir de esto se le
hicieron una serie de pruebas. En la actua-
lidad se sabe que confiere una proteccién
de 3 afios (Bol. sobre rabia paralitica,
1976).

Recibido para su publicacién el dia 8 de octu-
bre de 1982,

1 Departamento de Investizacién en Produe.
ci6n, Instituto Nacional de Investigaciomes Fe-

cuarias, SARH. Km. 155 Carretera México To-
luea, Delegacion Cuajimalpa C.P. 05110.

T Profesor de Virologia, ENEP-Cuautitlén, Iz-
calli, Edo. de México, Apdo. Niim. 25.

D6

ArABEL MELCAREJO B.}
Friseo HernANnpEZ B.2
Octavio Herndnpez B2
Marfa R, pE Gorpdn L

Es de todos conocido el hecho de que,
aun cuando el producto sea bueno, su
tividad dcpende en gran parte del manejo
que sc le dé en el campo o al momento de
su aplicacién (Morales y Flores, 1975).

Se ha recomendado no emplear la vacu-
na antirrabica una hora después de recons-
tituida (Morales y Flores, 1975), pero des-
conocemos el tiempo en que ésta pierde su
viabilidad. Se sabe bien que guien la re-
constitnye y mantiene en refrigeracién, al
efectuar la vacunacion de unos cuantos
animales no tendra problemas con descensa
del titulo. Pero existe la pregunta qué
ocurre cuando una vez reconstituida la va-
cuna y mantenida en hielo o al medio am-
biente pasan varias horas entre una vacu-
nacién y otra, como sucede con mucha
frecuencia durante las campafias de vacu-
nacidén antirrabica, o bien durante una va-
cunacién en gran escala en un rancho, en
donde la sujecién de los animales por vacu-
nar representa serios problemas por carecer
de mangas de manejo o equipo adecuado.

Ante esta situacién, se ha decidido de-
terminar la duracién de la viabilidad de Ia
vacuna antirrabica cepa V-319/Acatlan,
una vez reconstituida, tanto a 4C como a
28C, durante un lapso de 24 horas.

El objetivo de este trabajo es indicar la
duracién de la viabilidad de la vacuna
antirrabica cepa V.319/Acatlin, después
de reconstituitf:a a temperatura de 4C y
28C, para mejorar las condiciones de ma-
nejo de la misma en el campo y en las
campafias de vacunacién antirrabica.
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I. Tratamiento de la vacuna.

Se reconstituyeron 8 frascos de vacuna
antirrabica de la cepa V-319/Acatlan de
una dosis cada uno con 2 ml para cada
frasco del diluyente, recomendado por el
productor, posteriormente fueron vertidos
en frascos estériles con el fin de hacer una
mezcla homogénea, Dicha mezcla fue con-
scrvada a 4C, De la misma forma se hizo
otra mezcla que se mantuvo a 28C, a par-
tir de éstas fueron tomadas a diferentes
tiempos alfcuotas de 0.5 ml para realizar
diluciones décuples, utilizando comn dilu-
yente medio de BHK-21 maés 2% de suero
de ternera inactivado y 0.5% de antibi6ii-
cos. Esto se hizo con el fin de proteger el
titulo vacunal remanente y evitar que ba-
jara violentamente al hacer las diluciones.

Las diluciones decimales fueron hechas
a partir de la dilucién 10! hasta 10-".

Todas las vacunas empleadas fueron del
lote 79-2-B, producidas en el Departamento
de Investigacién cn Produccién de Biold-
gicos del Instituto Nacional de Investiga-
ciones Pecuarias y con un titulo oficial
1088

El motivo por el cual las mezclas son
mantenidas a 4C y 28C es saber el tiem-
po que dura viable cuando se trabaja a
una temperatura optima y cuando la va-
cuna es manejada a una temperatura pro-
medio del rango de temperatura existente
en las zonas tropicales y subtropicales de
México.

II. Titulacién de la vacuna.

La titulacién se electud en los siguientes
tiempos

Inmediatamente, 1, 2, 3, 6, 12 v 24 ho-
ras después de haber hecho la mezcla tanto
a 4C como a 28C. Para cste fin se utili-
zaron camadas de ratones lactantes, selec-
cionando hembras con no menos de 5 ra-
tones; a las que tenian méis de siete se les
quitaron para ser donados a las hembras
que tenian S o 6 ratones, de tal modo que
todas las hembras quedaron con 7 ratones
c/u y con una edad de 0 a 2 dias.

Todas las camadas tuvieron un periodo
de adaptacién al cuarto de ratones de 24
horas, que sumadas a su edad, produjeron
camadas de 1 a 3 dias.

El local se mantuvo a una temperatura

de 18 a 25C,

Las camadas fueron divididas en dos lo-
tes, Ay B, y a su vez cada uno de cllos
consté de 7 sublotes con 7 camadas cada
uno. Los ratones fueron inoculados por via
intracerebral con 0.02 ml/ratén de la dilu-
cién correspondiente,

Lag diluciones fueron utilizadas a partir
de 1072 hasta 10-%, duplicando la dilucién
104 por considerarse como critica y to-
mando en cuenta el titulo oficial se espe-
raba que éste bajara. Por lo tanto se unli-
zaron 7 camadas para cada uno de los
tiempos ya mencionados, y una camada

ara cada dilucién decimal. Cada una de
las camadas inoculadas fuc perfcctamente
identificada con la hora, la fecha y la dilu-
cion correspondiente.

Los animales fueron observados diaria-
mente durante un periodo de 21 dias, los
que murieron durante los primeros 3 dias
no se tomaron en cuenta para los resulta-
dos, ya que se consideraron como muertos
por traumatismo.

III.  Anilisis estadisticos.

El titulo de virus fue calculado por el
método de Reed y Muench (Kap
Koprowsky, 1973), sacandose la DL50 y 5
titulo de vacuna en cada uno de loa diferen-
tes tiempos en los que se inoculé. A cada
uno de estos titulos se les calcularon los
limites de confianza al 90% por el método
de Pizzi (1950).

Al término de esta primern parte del
trabajo, los resultados indicaron que a las
24 horas después de reconstituida la vacu-
na, conservaba un buen titulo, por lo que
se decidio extender el experimento a un
periodo de 48 horas, inoculando en esta
segunda parte en los siguientes tiempos:
|I'l‘:l'tmdia!smerme, 3, 24, 30, 36, 42 y 48

ras.
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Tomando un promedio de los tiempos
repetidos o sea:

Inmediatamente, 3 y 24 horas.

Con los resultados de los titulos y los
limites de confianza de cada uno, sze ela.
boré una curva de inactivacién, calculada
por el mélodo de minimos cuadrados

Alder y Sossler (1964).

La titulacién de las diferentes alicuotas

la vacuna, tratadas cumo se indicé en
material y métodos, arrejé datos un tanto
desconcertantes, ya que con frecuencia
murieron uno o varios ratones en dilucio-
nes altas, estando separadas estas muertes
en algunas ocasiones por dos o mas dilu
ciones sin mortalidad, Por ejemplo, en la
titulacién de 3 horas a 28 C en la segunda
parte del experimento en la que las dilu.
ciones 10® y 10® no causaron ninguna
muerte en tanto que la dilucién 107 causé
7 muertes. (No se rcalizé la prucba de
anticuerpos fluorescentes en los ratones
muertos). Estos resultados se vaciaron en
el cuadro 1 a fin de poder emplear estos
resultados con las reservas del caso,

En el cuadro 2 se anotaron los titulos
de virus obtenidos con los limites de con-

fianza, calculados segiin el método de Pizzi
11950).

La grifica 1 muestra la cinética de inac-
tivacion del virus ribico a 4C, en donde
puede apreciarse el tiempo critico en el
cual la vacuna deja de ser adecuada, cs
decir cuando el titulo bajé de 5.85 DL50
para raton lactante, lo cual ccurrc a las
15 horas y 36 minutos,

La inclinacién de la linea fue calculada
con la técnica de minimos cuadrados (Al
der y Rossler, 1964), y el tiempo critico
se definié como el punto de cruce entre la
linea de inactivacién viral con el titulo mi-
nimo de la vacuna en forma grafica di-
recta.

La grafica 2 ilustra, de manera similar,
la cinética de inactivacién viral a 28C y el
tiempo critico en este caso ocurre a las 4
horas con 24 minutos.

Como puede observarse en las graficas
1 y 2, los titulos de la vacuna varian con-
siderablementc de una muestra a otra, por
lo que se hace necesario determinar los
limites de confianza de cada titulacion, Es
evidente que aun con las grandes variacio-
nes obtenidas en muestras cercanas, en las

Cuabro 1

Datos de mortalidad que resultaron ser un tanto extrafios

Tiempo de
DILUCIONES inoculacién Temperatura
102 103 104 105 10.6 10.7
747 6/7 11/14 1/7 2,7 3/6 2 Horas 4C
7/7 6/7 8/14 3/7 1/7 5/7 5 u 4C
7/7 7/7 7/14 1/7 07 2/7 6 .. 4C
7/7 717 7/14 /7 1,7 2,7 24, 4C
747 4/7 7/14 2/7 1,7 547 1 28C
77 s/ /4 07 07 2/7 z . 28C
7/7 77 4/i4 0/7 0,7 2,7 % o . WC
747 &/o 11/14 1/7 1,7 3.7 1% 28 C
€77 5/7 1/7 L7 v, 7 747 3 28 C

*  Estng datos neurrieron en la sagunda parte del experimento, loz demis corresponden a la

primera parte del mismo,
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Cuibro 2

Resultados de titulacién y limites de confianza de los diferentes tiempos y temperaturas

4 C 28C
LC LC
Tiempo de al 90 % al 90 %
Inoculacidn Titule (Pigel) Titulo (Piaxf)
Inmediatamente * 10.5-87 + 0.56 1{j-5.462 +0.62
o 10.6.52 +0.78 10.6.09 + 0.92
2 Horas 10-6. 41 +0.,72 10-6.08 + 0.01
3 Horas? 10-6.73 + 0.75 10.5.29 + 0.59
6 Horas 10-6.91 1 0.66 10-6.77 + 0.66
12 Horas 10.6.18 + 0.6l 10.6.34 + 0.74
24 Horas* 10.5.77 1 0.7 10-6.98 + 0.84
30 Horas 10-5.15 + 0.55 10-4.82 +0.09
26 Horas 10-5.57 + 0.61 10-4.24 +0.72
42 Horas 10-6.53 + 0.61 10-4.27 +0.72
48 Horas 10-5.16 + 0.61
* Estns resultedos son el valor promedio de dos titulaciones
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gue no se esperan grandes variaciones en
el titulo, todavia caen dentro de los limites
de confianza. La prueba en ratones lactan-
tes muestra estas caracteristicas (cuadro
1) en su empleo, de ahi que sea necesario
aplicar mélodos estadisticos para reducir
las variaciones al minimo.

Como se puede ver, los titulos arrojados

por las diferentes alicuotas tomadas de la
mezcla mantenida a 4C no muestra dile-
rencias significativas, mas aun cuando les
son aplicados los limites de confianza al
90%, debido a esto sc utilizé la técnica de
minimos cuadrades para establecer una
pendiente, y con ello lograr precisar en qué
tiempo dicha pendiente cruza la linea del

GRAFICA 2
CURVA DE INACTIVACION A 28 C
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titulo minime de proteccién, que es de
10-%%5, En el caso de 4C resultd ser a las
15 horas y 36 minutos.

De los titulos obtenidos de las alicuotas,
tomadas de la mezcla que fue mantenida a
28C, se puede observar que a partir de las
30 horas los titulos muestran una clara dis-
minucién, aun cuando se les aplicaron
limites de confianza al 90%, por eso se
opté por no tomar la alicuota correspon-
diente a las 48 horas al considerarla inne.
cesario. Al trazar la pendiente en la gra.
fica, se puede notar que el tiempo critico
es de 4 horas y 24 minutos.

Se notari que el titulo obtenido al tiem-
po “0” es superior al titulo oficial, y es
importante considerar el titulo minimo
inmunizante de la vacuna. Quiza por estn
los tiempos de viahilidad de la vacuna sean
tan cortos; es de TATSE QuUE con VAru-
nas de titulo inicial mas alto, estos tiempos
cambien.

Summary

A study was conducted on the baich
79-2B of the V319/Acatlan antirrabies
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