
Nota de lnvestigaci6n 

DURACION DE LA VIABILIDAD DE lA VACUNA ANTIR:RABICA. 
CEPA V-319/ACATIAN, DESPUES DE RECONSTITli'IDA 

La vacuna antirrábica V-319/Acatlán es 
elaborada a partir de cultivos celulares. 
Esta vacuna se aisló a partir de un vam· 
piro macho, capturado en S4ll Vicente, 
Oaxaca, con infección generalizada. Se 
proc:eQió a infectar monoestratos de culti­
vos celulares de vampiro. con una suspen· 
sión al 20% de cerebro infectado. Después 
de 4 pases en células embrionaria.'! de vam· 
piro se obtuvo un título máximo de 1Q-U 
DLSO para ratón lactante. Dado que estos 
títulos eran muy bajos y debido al hecho 
de que el virus de la rabia se multiplicaba 
en Ja linea celular BHK-2l.la cepa V-3l9/ 
Acatlán adquirió la capacidad de formar 
placas en suspensión agarosa. por lo que se 
procedió a purificar el virus por clonación, 
seleccionando una caja de petri que conte· 
nía una sola placa (Bol sobre rabia para· 
lítica. 1976). 

Esta clona V-319/cl-476 alcamó enton· 
ces un título de 109.0 UFP /ml estabilizán­
dose en este título. A partir de esto se le 
hicieron una serie de pruebas. En la actua· 
lidad se sabe que confiere una protección 
de 3 años (Bol. sobre rabia paralítica, 
1976). 

Recibido para su publicación el día 8 de octu­
bre de 1982. 
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Es de todos conocido el hecho de que, 
11un cuando d producto sea bueno, eu dec· 
tividad depende en gran parte del manejo 
que se le dé en el campo o al momento de 
su aplicación (Morales y Flores, 1975). 

Se ha recomendado no emplear la vacu­
na antirrábica una hora después de recons­
tituida (Morales y !<lores, 1975), pero eles­
conocemos el tiempo en que ésta pierde su 
viabilidad. Se sabe bien que quien la re­
constituye y mantiene en refrigeración, al 
efecttlar la vacunación de unos cuantos 
animales no tendrá problemas oon descenso 
del título. Pero existe la pregunta qué 
ocuue cuando una vez reconstituida la va· 
cuna y mante11ida en hido o al medio arn· 
biente pasan varias horas entre una vacu­
nación y otra, como sucede con mucha 
frecuencia durante las campañas de vacu· 
nación antirrábica, o bien durante una va· 
cu.nación en gran escala en un rancho, en 
donde la sujeción de los animales por vacu­
nar representa serios problemas por carecer 
de mangas de manejo o equipo adecuado. 

Ante esta situación, se ha decidido de­
terminar la duración de la viabilidad de la 
vacuna antirrábica cepa V-319/Acatlán, 
una vez reconetituida, tanto a 4C como a 
28C, durante un lapso de 24 horas. 

El objetivo de este trabajo es indicar la 
duración de la viabilidad -c:l.e la vacuna 
antirrábica cepa V-319/Acatlán, después 
de reconstituida a temperatura de 4C y 
28C, para mejorar las condiciones de ma· 
nejo de la misma en el campo y en las 
campañas de vacunación antirrábica. 

Tic. PEc. Mtx. 44 (1983) 



l. Tratamiento de la vacuna. 
1 

Se reconl!tituyeron 8 fra.500S de vacuna 
antirrábica de la cepa V-319/Acatlán de 
una doeie cada uno con 2 ml para cada 
Ír88Co del diluyente, recomendado por el 
productor, JI08leriormentc fueron vertidOil 
en frucot estériles con el fin de hacer una 
mezcla homogénea. Dicha mezcla fue con· 
servada a 4C • . De la misma forma se lmo 
otra mezcla que se mantuvo a 28C, a par· 
tir de éstas fueron tornadas a diferente~~ 
tiempos alícuotas de 0.5 mi para realizar 
diluciones décuples, utilizando como ditu. 
yente medio de BHK-21 más 2% de suero 
de ternera inacthado y 0.5% de antibióri· 
coa.. Esto se hizo con el fin de proteger el 
titulo vacuna! remanente y evitar que ba· 
jara violentamente al hacer las dilucione~~. 

Lu diluciones decimales fueron hechaa 
a partir de la dilución 1o-1 huta Io-T. 

Todu las vacunu empleadas fueron dei 
lote 79-2-B, producidas en el Departamento 
de lnveatigación en Producción de Bioló· 
gic:oe del Inatituto Nacional de Inveetiga· 
cionea Pecuarias y con un titulo oficial 
l()·U 

F.l motivo por el cual lu me2Clas son 
mantenidu a 4C y 28C es saber el tiem· 
po que dura viable cuando se trabaja a 
lma temperatura óptima y cuando la va­
cuna es manejada a una temperatura pro· 
medio del rango de temperatura existente 
en lu zonu tropicales y subtropicales de 
México. 

11. Titulación de la vacuna. 

La titulación se efectuó en los siguientes 
tiempos: 

Inmediatamente, 1, 2, 3, 6, 12 y 24 ho· 
ra.e deepuéa de haber hecho la mezcla tanto 
a 4C como a 28C. Para este fin se utili· 
zaron camadas de ratones lactantes, selec· 
cionando hembras con no menos de 5 ra· 
tones; a las que tenían más de siete se lea 
quitaron para ser donados a las hembras 
que tenían 5 o 6 ratones, de tal modo que 
todas las hembnu quedaron con 7 ratones 
c/u y con una edad de O a 2 día11. 

Todas Jae camadas tuvieron u periodo 
d.-. adaptación al cuarto de ratone~ de 24 
horas, que sumadu a ~u edad, produjeron 
camadas de 1 a !\ dfas. 

El locnl ~ mantuvo a una temperatura 
de 13 a 25C. 

Las camadas fueron divididae en dos lo­
tes, A y B, y a su vez cada uno de eDoe 
constó de 7 euhlotee con 7 camadas cada 
uno. Loe ratones !ueron inooulados por vía 
intracerehral con 0.02 mi/ratón de la dilu­
ción eorrCilpondiente. 

Lu diluciones fueron utilizadae a partir 
de lQ-2 haata 1o-1, duplicando la dilución 
10-• por conAideraree como crítica y to­
mando en cuenta el titulo oficial se espe­
raba que éste bajara. Por lo tanto se uuli­
zaron 7 r.amadu para cada uno de lo11 
tiempoa ya mencionadoa,J una camada 
para cada dilución decim . Cada una de 
las camadae inoculadas fue perfectamente 
identificada con la hora, la fecha y la dilu· 
ción correapondieote. 

Loe animales fueron obaervadoa diaria· 
mente durante un periodo de 21 d íu, loa 
que murieron durante loa primeros 3 díaa 
no 11e tomaron en cuenta para loe reaulta· 
doe, ya que se conaideraron como muertos 
por t raumati8mo. 

111. Análisis estadialiC08. 

El título de virue fue calculado por d 
método de Reed y Muench (Kaplan y 
Koprowaky, 1973) 1 eacándoee la DLSO y el 
título de vacuna en cada uno de 1~ dileren­
tee tiempos en loa que ee inoculó. A cada 
uno de estos títulos so les calcularon loa 
límites de confianza al ooro por el método 
de Pizzi (1950) . 

Al término de esta primera parte del 
trabajo, loa resultados indicaron que a las 
24 horas después de reconetituida la vacu­
na, ooneervaba un buen título, por lo que 
se decidió estender el experimento a un 
periodo de 48 horu, inoculando en esta 
~.gunda parte en los siguientes tiempos : 
Inmediatamente, 3, 24, 30, 36, 42 y 48 
hora11. 



Tomando un promedio de los tiempos 
repetidos o sea: 

Inmediatamente, 3 y 24 horas. 
Con los resultados de los títulos y los 

limitP.ll de confianza de cada uno, se ela· 
boró una curva de inactivación, calculada 
por el método de mínimos cuadrados 
Alder y SoS!ler ( 1964). 

La titulación de las diferentes alicuotas 
de la vacuna, tratadas comu se indicó en 
material y métodos, arrojó dato5 un tanto 
desconcertantes, ya que con frecuencia 
murieron uno o varios ratones en dilucio· 
nes altas, estando eeparadas estas muertes 
en alguuas ocasiones por clos o más dilu· 
clones sin mortalidad. Pur ejemplo, en l11 
titulación de 3 horas a 28 e en ]a segunda 
parte del experimento en la que las dilu· 
cionee 10-6 y lo-6 no causaron ninguna 
muerte en tanto que la dilución 10-1 cansó 
7 muertes. (No se realizó la prueba de 
anticuerpos fluorescentes en los ratones 
muertos) . Estos resultados se vaciaron en 
el cuadro 1 a fin de poder emplear estos 
rcsultadU!! con la:~ n:~rvas del caso. 

En el cuadro 2 se anotaron· los tirulos 
de virus obtenidos con loa límites de con· 

fianza, calculado! según el método de Pizzi 
0950). 

La gráfica 1 muc:¡;tra la cinética de inac· 
tivación del viru~; rábico a 4C, en donde 
puede apreciarse el tiempo crítico t•n el 
cual la vacuna deja de ser adecuada, es 
decir cuando el título bajó de 5.85 DLSO 
para ratón lactante, lo cual ocurre a las 
15 horas y 36 minutos. 

La inclinación de la línea fue calculada 
con la técnica de mínimos cuadrados (Al. 
der y Rossler, l 964), y el tiempo crítico 
se definió romo el punto de cruce entre la 
linc.1 de inactívación viral con el título mí­
nimo de la vacuna en form11 gráfica di­
recta. 

La gráfica 2 ilustra, de manera similar, 
la cinétie¡¡ de inactivación viral a 28C y el 
tiempo crítiro en r.ste caso ocurre a las 4. 
horas con 24 minutos. 

Como puede observarse en las gráficas 
l y 2, los títulos de la vacuna varían con· 
sidcrahlcmentc de. una muestra a otra, por 
lo que 3C hace necesario determinar los 
límites de confi¡¡uz¡s dt: cac.lu titulación. Es 
evide11te que aun con las grandes variacio­
nes obtenidas en muestras cercanas, en }a¡; 

CUADRO 1 

Datos de mortalidad que reiiUltaron &er un ta~~to extrailos 

Tie•avo lle 
DILUCIONES . i.ocul ae:i6G T ~mpcratura 

10.2 10.3 JO.• 10..6 )0. 6 10-1 

1/7 6/7 ll/14 1/i 2/7 3/6 2 Horas 4C 

717 5/7 8/14 3/7 1/7 :S/7 3 4C 

717 7/7 7/14 1/7 0/7 2!7 6 4C 

7/7 7/7 7/ 14 0/7 1/7 2¡7 24 iC 

7!7 4/7 7/14 · 2/7 lJ7 5,17 1 2s e 
----- -

7/7 5/7 11/14 0/i 0/7 . 2/7 .2 28C 

7¡7 7!1 4/i4 0/7 0!7 2¡1 3 :t8C 

7¡7 6/o 11/ 14 1/ 7 l í7 3;7 12 :t:lC 

. '117 5/7 1/7 L/ i u¡¡ ':// 3 ~se 

• l!:stos datos nrurrl~ron t>n la st-gunda part~ dt>l "'xperlmt>nto, Jo¡ d('mis corresponden a la 
primera parte del mismo. ' 
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CuADRO 2 

Belllltados de tttuladón y llmltea de Cí~Dflan,...a de los dlferent.M ttempo11 y temperatuu 

o 
..J 
:::1 

4 e 

LC 
T icm p o de a190% 

l ao<ul•ci6n Titulo (l'la&l) l'itulo 

Inmediatamente • J0. 4 ·87 ± 0 .56 J(j .. 6 . ti2 

1 Hora )0.6 . 62 ± 0.7!1 J0.6.09 
2 Horas )0.6 . 41 ± 0.72 10.6.U8 
3 Hora5• 10.6. 7l ± 0.75 10. 6.29 

6 Horas JO..li . 91 ± 0.66 JO.&. 71 
12 lforM 10.1> .18 ± 0 .61 (0.6.M 

24 Horas• 10-'· 71 ± 0.7 lO·'· 98 
30 Horas 10-5.15 ± 0.55 (Q.4.8% 
36 Horas ]Q.&. 67 ±0.61 l0-4.24 
42Horas 10..li.63 ± 0 .6 1 (Q.4.27 
48 HoraB 1Q.&.ló ± 0.61 

• EstoR re&ult.lldoR Mn el valor promedio de dOll titulaciones. 
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que no se esperan grandes variaciones en 
el título, todavía caen dentro de los límites 
ele confianza. La prueba en ratones lactan· 
tes muestra estas características (cuadro 
1) en su empleo, de ahí que sea necesario 
aplicar métodos estadísticos para reducir 
las variaciones al mínimo. 

Como se puedo ver, los titules arrojo.dos 

por las diferentes alícuotas tomadas de la 
m.ezda mantenida a 4C no mueaka düe­
rencias aignificativas, más aún cúando les 
son aplicados los límites de conlianz:a al 
90%, debido a esto se utilizó la técnica de 
mínimos cuadrados para establecer una 
pendiente, y con ello lograr precisar en qué 
tiempo dicha pendiente cruza la línea del 
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titulo mínimo de protección, que es de 
lo-'·"· En el cuo de 4.C resultó aer a la, 
15 horas y 36 minutos. 

De loa tituloe obtenidoe de las alícuotas, 
tomadas de la mezcla que fue mantmida n 
28C, ae puede obeervar que a partir de 1aa 
30 boraa loe títulos mueatran una clara rli~· 
minuci6n, aun cuando se lea aplicaron los 
límites de co'nfianza al 90%, por eso se 
optó por no tomar la alícuota corrcspon · 
diente a lu 48 hora~ al considerarlo inne· 
cesarlo. Al trazar la pendiente en la ~rá· 
fica, se puede notar que el tiempo crítico 
es de 4 horas y 24 minutos. 

Se notará que el título obtenido al tit>m · 
JlQ "0" ea superior al título oficial, y ea 
importante conmderar el título mlnimo 
inmunlzante de la vacuna. Quizá por esto 
los tiempos de viabilidad de la vacu11a sean 
tan cort011; es de esperane que co11 VRCII· 

nu de título inicial más alto, estos t iempos 
cambien. 

A atudy wu conducted on the batch 
79·2·B of tbe V319/Acatlan antinabie'l 

Awu, H.L and T . .B. Rossu:a, 1964, lntroduetion 
to probability and Statiatica, 3 Ed. F .H. Fte~ 
waan 4 Co., San Franci8co, USA. 

Boletln 10bre rabla par.litlca, 1976, ncuu an· 
tlrrábica de orip ana.rciélcap'llamplro, cepa 
V-319/Acatlán pana protepr al pnado boviJlo 
r.ontra la rahia pal'elliant~. ~n MéJico, Proyec· 
to lnternaeloallll llaLia Paralitica en Méltlco, 
Proyecte Intemacloul Rabia Paralitica, Jn~li· 

vaccine produced at the rC~CArcb and pro· 
duction departnJent, i11 on.ler to dc:termim: 
thc duration oC virus titer a(ter rehydration 
oC l11e product and kept at 4C and 28C. 

'l'wo batchP.S of vaccine WP.TP. reconstitu. 
t r.d 11nd pooled, onP. batch was kept at 4C 
and the other at 28C. From etch batch 
0.5 mi alicuota were withdrawn at variou" 
times for sucklins mice t itration. From 
cach alicttot lcn·fold dilutions wcre macl .1 
and a litter oí 3 day old sucklinr; mico 
11train CD·l were intracerebrally inoculated. 

Calculation of virus titel'l! were maJe by 
the Reed and Muench method. 

Confídence limits to the 90% level were 
calculated according to the Pizzi method. 

The maximum time of useíul vaccine 
after reconatitution wae graphically estima· 
ted by drawin~ a line whose slope repre· 
eents the rate of virus titer loe5. the cross 
point of the virus inactivation line to 
mínimum acceptable titer of the vaccinc 
wu taken to represen! the time oC duration 
of the vaccine after recont!titution. 

Our re~~ul111 AhO'III' that tbe l '&eclne held 
at 4C after reoonatitution laats 15.5 houn 
while the vaccine held at 2aC luts 4.5 
houre. 

luto Naci-1 i• lnvf•titaciontl Pfcuarúu, 
SAG, Méltlco, D.F. 
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