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PRUEBAS COMPARATIVAS DEL .EFECTO DE
LA ADICION DEAE-DEXTRAN EN EL ESTA
BILIZADOR DE LIOFILIZACION SOBRE ™
LA VIABILIDAD DE LA VACUNA ANTIRRA-
BICA CEPA V-319/ACATLAN



EL PRESENTE TRABAJO SE: REALIZO EN EL DEPARTAMENTO DE
INVESTIGACION EN PRODUCCION DE VACUNAS, DEL JNSTI-
TUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES PECUARIAS, S.A.R.H,



=RESUMEN-

Se estudlaron 5 lotes de vacuna antimébico, cepa V-319/Acatidn y tres lotes de di-
lyyentes diferentes, uno de ellos confeniéndo DEAE-dextron, con el bb]ofo de compa
rar el titulo de virus rdblco liofilizado en presencia o ausencia de DEAE-dexiron,

El DEAE~dextron funciono como adyuvante en la vacuna viva, de ahl la necesidad = -

“de Incorporarlo ol producto.

Las peuebas efectucdas para este objeto fueron la esterilidod de fa vacuna, titulacién

en rofones laclontes, infeccién con diluyente + DEAE-dextran, y pryebos de pH en los
diluyentes.

Los resvitados de este estudio parecen indicar que el diluyente estd dentro de la to-
lerancia del virus rébico, y que el DEAE dexiran no tiene efecto negativo sobre el -

_virus durante lo liofilizacién, y que el dliuyente con DEAE~-dextron se mantiene esta-

ble en la esterilizaclén.

Por lo tanto, se concluye que el DEAE-dextran puede incorpororse al diluyente o al

liofilizado segin sea convenlente al laboratorio productor,




~-INTRODUCCION-

.

Lo rabia poralitica bovina esté ubicada en el drea ecolbgica de los mrcl‘lcgm,kh.-
g mméfugos, peincipalmente del "Dem&us rotundus™ (24), -lo princlpal pnocuéaci&n de
" este podecfmien?o son los pérdidas econémicas que origina a la gonaderfo tropical, -
co&mndldo &sto, entre ol poralelo 28' de lotitud norte (sur de Sonora) y el paﬁle-
lo 33 de latitud sur (norte de Argentina) entre los 40' y 115' mrldignos de longl--
tud oeste, en Herros bojas con méximo de 2,000 metros do altura sobre of nivel del
mar (24),

Lo oporicidn de la rabia en América, fue reportada por: primera vez en el ;iglo -
XVill, . A ﬁhu del sigle XIX la rabia en América fue confirmada como una enferme

dad trensmitido por una mordedura, al aislarse el virvs rébico de la saliva de los onl-

males enfermos (3).

Los primeros Intentos para prevenir la rabia fueron llevados a cabo por Goltler, en -

1880, quien inocul§ por via intravenosa saliva y masa encefSlica de cnimoles enfer—-

mos de rabla (17). Sin embargo, la primera vacuna efective, fue elaborade por Pas-

teur, quien utiliz§ tejido nervioso de conejo infectado, atenuando al virus por deshi-

drotacién (22). Desde entonces a la fecha, se han elaborade diferentes tipos de vacy

nas antirrébicas, Estos son de diferentes orfgenes, obteniéndose y tratndose al virus -

con diversos métodos. Se distinguen principalmente dos tpos de vacunas. las de vi--

rus vivo atenvado y las de virus inactivados por distintos procedimientos,




Aproximadamente en 1957, fue introducida a México, lo llamoda cepa Flury alto pa- »

_‘nie,v pw Cﬂw y Vn!dmz (11).  En 1945 Bosr Rivesa y Mancisidor 'uvic'ron co-
nocimlento de la ineficacia de la cepo Fluy pqu dohnof un brote de derriengue, ~
encontsondo que a los sels meses de haberse cplicodo, no se ohmbon onllcuorpos

protectores, slendo necesaria la preparacién.y aplicaclﬁn de una auvtovacuna, elabora-
.da por- Mencisldos 21).

En la ocmlldod» les investigaciones de los ‘métodos para el 'culllvo’rd- tejidos -hon con
‘tribuldo grondemente al progreso de (o virologlo animo! en general, asf como, en lo

preparacién de nuevus vacunas antirrébicas (1, 2, 18), ya que son productos antigéni_

cos, inbcuos y que generan profeccibn,

lo que puede durar varios afios con una sola =
aplicacién (10).

En el Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarios en colaborocién

con la F.A.O., se obluvo uno vacuna a partir de virus rdbico (V-319) aislodo de un

vampire (6, 8, 9), la cual ha resultado muy eficaz, por que puede obtenerse altos IT

“tulos y es de il Mcci&n on grandes cantidades y conflere una inmunidod de més

de ftres afos (16). La cepa V-319/Acotién se obtuvo de un vampiro macho capturado

en San Vicente, municiplo de Acatién Figueroa, Caxaca.

Lo cepa fue adaptada a cultivos celulares, mediante cuatro pases en cultivos celula~
res de embrlén de vampiro, posteriormente se le dieron nueve pases en células BHK-
21, lo cepo V-319 adquirié la capacidad de farmar places en suspensién de ogarosa,
por lo que se procedib a purificor el virus por clonacién, selecclonando uno cajo de
petr] con una sola placa, esta clona V-319 cl 476 alcanzé entonces un thulo de - -
10 ufp (unidades formadoras de placas por ml) en tres poses mds, estabilizéndose en es

te tMulo. Con esta cepa se prepar§ el lote de semllla maestra a partir del cual se -




énpuon ios fotes de trabojo que se utillzan en la preparacién a gron ucqld de la.~
cacuna V-319/Acatién (15).

Por ofra parte el DEAE-dextran interactba con muchos sistemas blolégicos a muy hu-f
jas concentraciones. Esta accibn se ejerce sobre las cargas negativas de la superfi--

cle celufor, con los consecuentes efectos flsicos en la célula.

Larsen (14, 20) demostré que un fratamiento In vitro de una ifhea de células tumoro-
les con DEAE—dextron, Inhiben el subsscuente desarrollo de estas células in vive. Es
sobido que el DEAE-dextran tiene un efecto inhibitario en cultivos celulares in vitro

como otros policationes, pero pars que tenga efecto citotSxico usuaimente se requiere

de altas concentraciones de DEAE~dextran.

Posiblemente el efecto mds interesante de! DEAE-dextran en la fisiologla de o célu~
lo es en lo estimulocidn en lapanetracién o captura dindmica de moléculas tanto en ~
protefnas como cido nucléicos. -Ryser (23) mostr8 que la absorclén de la albmina -
por los células de sarcoma $-180 es estimulada por el DEAE-dextran y ofros policatio~
nes y este estimulo en la absorcién, es més grande o medida que aumento el peso mole

cular de los policationes.

En estudios virales el DEAE~dextran, asI como el dextran sulfate, tienen efecto esﬁm_t_{

lante y depresor respectivamente del crecimiento viral en cultivos celulares.

Fue observadd que con la adicién de DEA-dextran en agar, las placas formadas por el
virus de lo encefalomielltis aumenta el tamaio de los placas, yo que el dextran contra
rresto el efecto inhibitorio de los polisacdridos sulfatedo: del agar. Por otra parte se -

observé que wvoriantes del virus de pollo difieren en lo copacidad de ser inhibidas por el



“dextron wifato, El répido desarrollo en este cultivo fue examinado por Vaheri (25).

.

Bengatton (5), encontrd que el dextran sulfatado atenua al virus de polio e interfle-

re en su odsarckén inicial a-las células suceptibles, pero no con las subuw.ﬁtn -

etapas del ciclo de infeccién,

‘Se ha efectuado una prusba en placa usando células formadaras de antlcuerpos esti-
muladas con DEAE-dextran, para incrementar la formaclén de placas y un ensayo'sl

mﬂo) fue usado por Friedman. (13) en estudlos de - distribucién de onticuerpos en culti.

vos de cepas celulares de ratén,

Wittman (27), ha descrito el uso de DEAE-dextran como adyuvante de vacuna inac-

tivada contra fiebre oftosa. Asimismo, observd que las reacciones locales eron me-

nos severas que las producidas por el adyuvante de Freund en cuyos,

Pora el dlagnéstico de la rabia, Mor;cisidor (21) indica que el virus réblco obteni-
do de la saliva de bovino fue detectado més répido en el cultivo de tejido que en

rotones inoculados, cuondo utilizaba DEAE-dextran al Infectar las células,

El método de BHK, DEAE~dextran es econdmico y répide para detectar virus rébi-
co en muestras de soliva, que pueden ser usados para estudios ecolégicos y patogé

nicos, asl como el diagndstico de rabia, antes de la muerte del animal sospechoso

(dlagnéstico intra vitam),

En 1974, Bijlengo y Bogard (7) demostraron las ventajas de agregar DEAE-dextran -
como adyuvante a la vacuna antirrébica de virus vive desarrollade por Bijlenga y -~

Heméndez en el Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarlas (6).




Lo Infeccién de rabla in vitro es marcodamente realzada con la adicién de diefil-

- amino-etll-dextron (DEAE-dextran) y wifato de protaming (19, 26).

" Lo vocuna onfirmébica de virus vivo V-319/Acatlén, fue producida industrialmente
en ol L.N.I.P.de 1972 a 1976,

Para obtener un alto tNulo en la cosecha, tombién se emplea el DEAE -dextran an -
"ol medlo de infecci&n (15).

A ‘portir de las obsegvaciones de Bijlenga (7) sotre el poder adyuvonte del DEAE-
dextron pora_la vacuna V-319/Acatlén, se decidi§ incorporar regularmente este pro

ducto en el diluyente.

Al poco tiempo de Incorporar este producto o la vacuna, los usvorlos (Manffquez,

comunicacién personal)} se quejaron de la inestabllidad def pH del diluyente, asl co
mo de su facilidod pare contaminarse, por lo que el diluyente fue substituido por ~
ofro que se pudiera esterilizar, despufs de envasado, en cutoclave. Debido a esta

substitucl8n, se eliminé el DEAE-dextron como adyuvante.

El presente estudio, basado en {a comprobada utilidad dei DEAE-dextran como adyu-
vante, tlene como objetivo el encontrar el mejor m&todo de incorporor este produc-
to a la vacung, sin tener los Inconvenientes arribo mencionados. Se intento probar
la estabilidad de! DEAE-dextran a la esterilizacién en outoclave, asi’ como, determi
nar el efecto del.producto sobre lo viabilidad del virus rébico cuando se agrego é&s-

te en el estabilizador para liofilizacién de lo vacuna,

El DEAE-dextran es un dietilaminoeter policationico de dextron producido o partir de

dextran con PM promedio de 500,000, y se surte como la solucidn de clorhidrato, e!




b

contenido ‘de nlnfég.no es aproximadomente 5.2% y se: expende como polvo secodo -
por spray.

Las soluciones acuosas de DEAE-dextran tenen buena estabilidad onte lo hidy8lisis -

alcaling o clda, los soluciones pueden esterilizorse en autoclave a un pH baje,

Se deben evitar oxidantes fuertes. (12).
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- MATERIAL Y METODGCS -

“le- - MEDIOS DE CULTIVO

a)e~

b).-

c).-

DHK-ZIF(GIbco), fobricacién especlal de " Grond lsfand Blological Com-
pony”, ajustdndose a un pH de 7.1 utilizande HCLO.IN. posteriormen -
te se esteriliza por filtracién (filtros millipore 0,22 micros) envaséndose

en volGmenes de 500 o 1000 ml y conservéndose a 4'C,

CALDO DE TRIPTOSA FOSFATADA (TPB) (Difco) se agregs 29.5 g. en

1,000 ml., de agua bidestilada estérll y delonizoda,

Lo esterilizacibn se efectGa en el autoclave o 15 lityos de presibn ~ -

(121'C.) durante 15 minutos, envaséndose en botellas de 100 mi. y se -

conserva a 4'C,

SOLUCION SALINA FOSFATADA (PBS).

Solucidn "A"

NaCL 8 g.
KCL 0.2 g.
KHyHPO, 2.9 g.
KH2P04 0.2 g.

H20 bidestilada 800 mi,

§oluci6n ng i
CaCL 0.1 g.
MgCL,CH,0 0,1 g.

H20 bidestilada 200 mi,




* - Estas dos soluciones se esterilizon por seporado en el autoclove o 10 §i-
bras de presién' durante 10 minutos,

d).-

€)=

o

se dejon enfrior a temperctura ambien -

te y se mezclan las dos soluciones conservéndose después o 4'C,

TRIPSINA 1:300 (Monn Rescorch Loboratories Inc. New, York.) Un gra
mo de tripsina se disuelve en 100 mi, de PBS (c) la esterilizacién se 'é
liza con filtros millipore a través de unc membrana de 0.22 micros con - i
presién positiva y se envosa en volGmenes de 5 mi. ‘

y se congelo ¢ menos
20'C. Antes de usarse se diluye 1:4,

PENICILINA ESTREPTOMICINA (Squibb)

Peniciline G. Procathica

1,000,000 U.I,
Sulfato de estreptomicina I g.
H,O bidestilada estésil 50 ml,

En un mililitto de osto mezcla tenemos 20,000 U,l. de penicilina y 20

mg de estreptomicina, Se envasa en volimenes de 25 ml, y se congelo

a menos 20'C,

DEAE-DEXTRAN o 0.5% (Pharmacia, Fine Chemicals) 0,5 g. y PBS lj-
bre de Co y Mg (Sol. "A") (c) 100 m!,

Se agita duronte 6 hs. a temperatura amblente, se esteriliza con filtros
millipare con una membrana de 0.22 micros por presin positiva, se enva

san en volimenes de 5 ml. y se conservan en refrigeracién o menos 20'C,




§).°

DILUYENTE A" (anfiguo)

Solucibn "A"

NeCL 160 g.

KC! 4 g. ‘
NaHPO, 50 g. g
H20 deionizada 16,000 ml.’

Solucién "B
Co:u:l2 24,
MgCl, 2 g.

HZO deionizada AQD el

Se esterilizan en el autoclave los soluciones "A" y "B" por separado, se
dejan_enfriar o temperaturs ambiente, se mezclan las dos soluciones asép

ticomente, posteriormente se le agrega rojo de fenol al 1%, 25 mi,, has.

ta darnos un pH de 7,0.

Se le agrega DEAE-dextran al 1%, 200 ml., 2,000,000 de penkilina, 2

gramos de estreptomicina y se agita perfectamente.

Nuevamente se vuelve a ojustar el pH o 7.4, posteriormente se envasa en
frascos de color émbar de 30 ml, ofordndolos a 22 ml., se tapa y se reta

pa, por Gltimo se hacen pruebas de esterilidod en calco nutritivo. (para

20 Its.).




.= DIUYENTE “B" (ACTUAL)

NaCL 8.5 g.
NaHaPO, 1.54 g,
NaHPO ; 12,6 g.
Rojo de fenol al 1% 1.5 ml,
H,O deionizoda 1000 mi,

Se disuelve al NojHPO,, hasta que se encuentie completamente disuelto,

posteriormente se disuelve el NaH PO, se agobu el NaCi, también el

rojo de fenol y se ojusta el pH o 7.0,

Se envasa en frascos émbor de vidrio de 30 ml, aforéndolos a 22 mi, y
posteriormente se meten los frascos al autoclove a esterilizarse a 15 libras

duronte 15 minutos y por Gltimo se les hace prueba de esterilidad en cal-

do nutritivo,

DILUYENTE "C" (con DEAE-dextran)

NaCl 8.5 g.
NaH, 1.54 g.
Ne,HPO, 12.6 g.
Rojo de fenol al 1% 1.5 ml,
DEAE ~dextran 1% 50 mi,
H20 deionizada 1000 mi.

Se von disolviendo todas las substoncios en el orden onotado anteriormente.

Posteriormente se envasan en frascos ambar de vidrio neutro de 30 ml. afo

réndolos a 22 mi. se meten los frascos al outoclave a esterilizarse a 15 i}

bros de presidén durante 15 minutos.




k)or
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CALDO NUTRITIVO (Bacto Nutrient Dehydrated) (Difco).
Caldo nutritivo 8 9.

HaO deionizada 1000 mi. "
Se esteriliza en autoclave, 15 libras durante 15 minutos, se envasan en

frascos ainpolleta de 3 -ml, y se almacena o 4'C.

ROJO NEUTRO (Merck)

Rojo neutro 1g.

H,0 bidestilada deionizada 1000 ml

Se esterilizan en el autoclave a 15 libras durante 15 minutos, se enva--

m).-

san ‘en botellas de 250 mil, y se proteje de la luz con popel ‘estafo con-

servéndose a 4'C.
SUERO FETAL BOVINOS (Flow Laboratories).

Es obtenido en forma ifquida y congelada; durante su uso es inactivado
en baflo morfa o 50'C. durante 30 minutes, se deja enfrior a temperaty-

rc ambiente y después se conserva a 4'C,

MEDIO DE CRECIMIENTO

Medio BHK-21 80%
Suero fetal bovino 10%
Caldo triptosa fosfatada 10%

Antibidticos:
Penicilina 50 Fm/ml

Estreptomicing 50 )xm/ml .



ﬂ)o' :

-2 -

MEDIO DE MANTENIMIENTO

Medio BHK-21 98%

" Suero fetal bovino 2.0%
Antibidticos:
Penicilina 50 )m/m!
Estreptomicina 50 pm/ml

o).~

ple

MEDIO DE INFECCION

Medie BHK-21 88%
Suero fetal bovino 2%
DEAE-de*frcm 5% 2%
Antibidticos:

Penicilina 50 pm/mi
Estreptomicina : 50 }m;/nﬂ

ESTABILIZADOR PEOTONA SACAROSA (Difco}

KHaPO4 2.7 g.
Peptona 20 g.
Sacarosa 100.0 g.
HyO delonizada 1000 mi,

Se disuelven las substancias en el orden onotado, se esterilizo por filtra~-

cién (filtros millipore 0.22 micras) envaséndose on volGmenes de 500 ml. y

conservéndose a 4'C,



-3-

‘q)e= ESTABILIZADOR PEPTONA-SACAROSA CON DEAEQDEXY*AN (Pharmacia

. Fine Chemicals).

K PO, 2.7 4.
Peptona '20.0 g.
Sacarosa 100 g.
DEAE~dextran 4.0 g.
H,0O dgimimdu 1000 mi

Se disuelven las substancias en el orden anolado, se esterilizo por filtra

cién (filtros millipore 0.22 micras) envaséndose en volgmenes de 500 mi,

y conservindose a 4'C,

r).= MATERIAL BIOLOGICO
Ratones blonces, cepa CD-1 lactantes,
Estos ratones fueron proporcionados por el Departamento- del Bioterio del

I.N.I.P,

LINEAS CELULARES,

135.- Esta linea celular es una clona de la linea BHK-21 obtenida en riaén,

de homster lactante y adquirido por el |.N.I.P. del Instituto Wistor de Filadel
fio E.U.A. '

PREPARACION DE MONOSTRATOS.
Para la preporacién de monostratos de células 135, so saca el medio de creci--
miento que contenia la botello, se deposita 5 ml da tripsina, que se pone en -

contacto con las células y se esperan unos minutos hasta que empiezan a despren

derse,




. b).-

-

En segulda se les agregon 5 mi. de medic de nwi'onlirtloﬁ'o; pon neutralizor ‘o

tripsina y evitar se destruyon los célulos. Con uno pipeta de 10 ml y una peri~

“lla de hule, se proceds o desprender las células de la pored de la botella tomén

do ITquido con la pipeta y después haciendo presién sobre el mono?sfm?o.

.S cuentan los células con' un hemocitémetro para saber la cantidod de célulos —

por mililitro que contiene.

Para las botellas de Roux se siembran 13 millones de células con 100 ml de me-

dic de crecimiento, paro las botellas de leche se utilizon 3 millones de célulos

con 15 ml. de medic de crecimiento, . Después de sembror las botellas se incy=- -
ban en uno estufa o 37'C duronte 72 hs.

PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE LOS LOTES,

Se hicieron 5 lotes utilizondo 8 botellos de-roller chicas para cada una de ellosr 7

de acuerdo al siguiente procedimiento:

a).- Se sembraron células 135, las cuales son una clona de la linea BHK-21 -
(rinén de Hamster lactante), la clona utilizada fue la nimero 7 preparada
en el Departamento de Rabia Poralitica del |,N.I.P, (cabe aclarar que se

puede utilizor otras clonas).

Estas células fueron incubadas @ 37'C por un perfodo de 5-dfas, después

de las cuales se procedié o la inoculacién.

INOCULACION: Cada botello fue inoculada con 15 mt. de medio de in-

feccidn (descrito onteriormente),




€)=
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T

- PROCEDIMIENTO:  Se decanta el medio de crecimiento ds las botellas, -

se le anade 15 mi. del medic infectonte

teniendo 10%*° utp/ml de -
virus del lote de trabajo, a cada botella y se incubon @ 37°C y ,12 RPM

(revoluciones por minuto) durante 60 minutos.,
Posteriormente se decanta el medio de infeccién y se le agrega el medio
de. mnfenimiento, 200 ml, o cada botella; se vuelven a colocor en ld -

estufo de cell-roll a 32'C y .12RPM. durante 5 dfos, al término de los =~

cuales se realiza lo cosecha,

COSECHA,

Antes de reclizar lo cosecho se refrigaran a 4'C. las de 10'C. a 12°C.
durante 6 horas.

Noto: el proceso de liofilizacién no se alteré con la adicién del DEAE~ ‘
de:&mn. 7

Una vez terminado el proceso de liofilizacién se engargolon los frascos

y se almacenan en c6moras frias @ 4'C, cada lote deberé reunir los si--
guientes datos en sus cojas de envase,

a) No. de lote

b) Fecha

c) No, de charolas liofilizodas

d) No, de frascos

Vi~ PRUEBAS EFECTUADAS,

ESTERILIDAD DE LA VACUNA: para realizar los pruehos de esterilidad ~

del producto, se reconstituye uno de fos frascos con 1,5 mi, de diluyen-



te o;"ril y se procede o nnhq on 3 ﬁmm»do, oaldp nutritivo mante-

niéndose estos a 37°C durante 14 dias. Con el sobrante de la anvpo|lc§

~ ta se siembron 3 cajas de petri conteniendo sabouraud, agor, ‘mantenién,
dose a 25'C duronte 14 dfas. k

b).-" TITULACION EN RATONES: Se inoculan por via intracerebpal & ictes

de 6 ratones lactantes, cada uno con 0,02 mi. de la vacuna en dilucio

, 8 o L
nes decimales de 1680 10 y se obtiene el tftulo del producto medionte
el método de Reed ond Muench (DL 50 lc RL),

¢)o=- INFECCION CON DILUYENTE *C" (CON DEAE-DEXTRAN):
Por otro lado se prepar§ un lote dividido n 2, en el cual se utiliz6 co
mo medio de infeccién suero y diluyente con DEAE-dextran y suero con -

diluyente sin DEAE-dextran. Este pequefo lote se hizo con botellos de -

leche y no se liofilizoron,

d).~ PRUEBAS DE Ph EN LOS TRES DIFERENTES DILUYENTES:

Cada semana se hicieron pruebos de pH en 10 botellas (lotes A, B y C)

midiéndose estos en un potenciémetro de Perkin-Elmer o Coleman.

Vii, - PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL,

a).- Se hicieron 5 lotes de vacuna (78-1, 78-5, 78-6, 78-7, 78-8) los cuales

cada lote se dividieron en dos partes:

1) Vacuna antirr6bica cepa V~319/Acatlén 1 DEAE-dextrdn,

2) Vacuna ontirrébica cepa V-319/Acatién sin DEAE-dextrdn y éstos a -

su vez se dividieron en dos portes:




b).-

c)e-

- 17 =

1). " Liofilizedo

2) Sin liofilizar

" Todos estos vIon: pasaron las pmobmycm'u mencionadas (control de -

calidad) y se tituloron en rotones lactantes.

Por otra parte, se hicieron tres lotes diferentes de diluyente pora la vo-

cuna.

Diluyente "A" (antiguo)

Diluyente "8" (nuevo)

Diluyente "C" (nuevo + DEAE-dextrén)
A cada lote se le hicieron pruebos de pH.

Cada semana, se tomoron 10 hotellas de los tres lotes diferentes y se mi-

dié el pH de cada botella duronte 10 semanas,

PRUEBA FINAL

Una vez que se hicieron estas pruebas de pH durante 10 semanas, se hizo

una pruebo final que consistié en meter a incubar 50 frascos de cada lote

de diluyente o 37'C.

Estos frascos se revisaron cada 24 hs. después de los 7 dias se revisaron -
también todos los frascos checdndose que no presentaran conteminacién al-

guna,

Posteriormente de eso: mismas botellas de los tres diferentes lotes, se sem-

braron en agor sangre, Sabouraud, agar suero tripticase soya agar.

Se puso | ml, de diluyente en cada medio de cultivo y se procedié a incu

horse a 37°C duronte dos dias.




= RESULTADOS- _ :
Los mu"““ de las divenas tilulaciones de cada lote se presenton o el cuodro nG

m‘o;

Los ru:ul‘hdos de los pruebos efectuados o cada diluyente se pressnton en el cuadro

nimego 2 y en la gréfica nGmero 1.

Lo. prueba de esterilidad con los diversos diluyentes estudiodos  indics que no hubo -
cﬁnhnﬁﬁcciﬁn'm ningin diluyente, pero se observS que ef 5% de los muestras Incu-

badas mostré precipitacién de sales mineroles en todos los diluysntes estudiados.

_El_pequefio lote de vacuna que se produjo en botelios de dilucién de luche, fue con
la finolidad de determinar la activided biolSgica del DEAE-dextran esterilizando en -
autoclave, El lote infectado con diluyente conteniendo DEAE-dextron amrojé un fity

lo de 107‘7 y ¢! que se Infect6 con diluyente sin DﬁA-do?(mn di§ un titulo de - -
106‘9

La razén por la que los lotes de vacuna utilizados en este estudio no siguen un néme
ro progresivo del 1 al 5, es debido o que los lotes 2 al 4 se contaminaron durante -

el proceso de produccién y se desecharon, incluyendo en el estudio solamente lotes de

vacuna libre de contaminacién,
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CUADROD 1

RESULTADOS DE LA TITULACION DE CINCO LOTES DE VACUNA EN AATON ucnnu
CON Y $IN DEAE-DEXTRAN EN EL ESTABILIZADOR .
Ne. SIN DEAE DEXTRAN CON DEAE-DEXTRAN
Lote Antes do Lisfiinde Aves do Liofiands
Liofiizas Lioflasr »
. 1088 ke we e
L dt) 1679 1) 10832 (y) %
. 1088 1079 18! s
1085 . s 1089 10'$
. 10882 10082 19782 104
1077 19 ol e
. w$ W' W
! Ny 1074 1088 182
. 1 1012 Y e
18! Lo 19 18
{1) Kt dato tado ervide de ol tiulo del Deper “‘Pftduﬂ‘ﬂu.d tado sbwyo v i de -

en tados los recwedron.

NH Nose hiso



CUADRO2

RESULTADOS OE LA MEDICION DEL PHEN LOS 3 DII.UVENTES EMPLEADOS DURANTE 10 “m DE

LA PREPARACION DEL DILUYENTE
Semsnes Dospuis de praparade Dileyosns A Oiluyene 8 " Diluyents €
(Antigee) {Actuel} (Actusl-+Dexen)
PH ] ™
. 119t.8 (1) 1302700 12822200
2 742238 12027 12k
3 7120 1424 11840
'™ 123:8 73243 72 219
Sa. ATSE ] 1.184.93 1040
6o PRIRAL 738+.24 1243,
. 12 31 1330 129t
(Y 1.24%.18 13118 14148
%o 133568 13 24 12840
10s. 105 132t 1381

Py

L.~ PH Promedio de 10 con
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=DISCUSION-

La r.wlhdos de la titulacién de los dlforcnns muestras de mdu lote, como se pue-

de oh.vw en el cun&o 1, pnsenmn vwiccloms don'ro de! mlsmo Io'e on los dsﬂn B

m evoluaciones, Con ulgunos excepciones, la muyorfo de los datos no muestron di~

 terenclos significativas ontre las titulaciones comparotivas efectuados en laboratarios -

"y por- pouonos distintes. _Puede notorss que el lote 1 antes de_liofilizar sin DEA~dex-

, di6 un tulo de 108231, /ml_en produccién, an tanto que ef Hiulo cbienido

en el' Departamento de Constacién, fue de lOé'obLsdml. Aparte de este caso y ~--

ofros onotados en el cuadro, la mayoric de los titulaciones no muestran diferencias sig

“nificativas entre  labogatorios

Los thulos de las vacunas antes de ljofilizor tienen un ttulo promedio superior al de -

las vacunas liofilizadas, tanto cuando se agregé DEAE-dextran ol estobilizador, como

cuondo el estabilizador no contenfa este producto,

El promedio de baja de titulo, fue de .49 de logaritmo pare fos lotes sin DEAE~dex--
tran, y de .35 de logaritmo para los lotes con DEAE~dextran, Esta baja de tMulo no
es del todo sorprendente, yo que el proceso de lifoilizacidn siempre tiene este efecto,
La diferencia en la coida de .h'tulo en ambos tipos de lote de .42 y .35 no es signifi

cativa; es decir, el estabilizador con DEAE-dextran no es necesariomente superior al

estabilizador que no lo contiene, Lo observacién importante o este respecto estriba -

en que el DEAE-dextran agregando al estobilizador ne couso una baja dréstica del -
tulo de virus viable, {o cual indica que por lo menos no tiene un efecto negativo so

bre el virus duronte la lofilizacién,




Ek:h"obumilllm_h_ndoﬁdc,m' les lotes con DEAE-dextran o dar Hiulos més olfos de

_v’ll‘nrcbl qn fos mlm |&n sin_este producto, €l pronid!o de oumento do mulolpov -
este conceptc es de .55 de logaritmo.
Al'm sin-ser una gron diferencio, ésta es constante en todos los lotes probados, Esto
se debe a que el DEAE-dextran, aumenta la capacidad del ratén para detector al vi-~
l\u por el mtsﬁo sfecto de copm dinémico, estimulada por el producto y que es n.o-‘
table tonto in vitro como in vivo, lo que quiere declr, que ol mayor Mulo oh..md;

no es indicacién de que el tThulo de virus aumente sino que se considera que aumento

la capacidad de deteccién del mismo,
Las pruebas ‘efectuadas con los  diferentes: diluyentes indican que existen pequeras va-
riaciones en el pH atribuibles ol tipo de vidrio de que ostén fabricadas las botellas,
En ‘todos los casos los variaciones de pH son iguales o infericres a .49 unidades. §i

se toma en cuenta que el pH inlcial fue de 7.2, el rango de pH de 6.71 o 7,62 se

encuentra ubicado dentro del margen de estobilidad del virus rébico que es de 3.5 a

9 (4).
Cabe hacer notar que las variaciones de pH en los estabilizcdores, se manifiestan des_

de los primeros dias de preparados y no se hacen moyores o medida que pasa el tiem-
Los tres diluyentes se mantuvieron estériles durante el experimento y sélo se ob-

po.
servd precipitacién de olgunos frascos cuandn se efectud lo prueba de esterilidad incu-

Esto indica, que si bien hay que admitir que

béndotas a 37'C. durante una semana,
la preparacién del diluyente A (ontiguo) tiene mds riesgo de contaminacién en su pre

paracién, si se hace con cuidado, puede obtenerse ton estéril como los que se esteri—

fizan en cutoclave después de envasados.



<2 -

7' En nlo.mod- los diluyentes empleados se encontrd confirmacién a las pvohshs de ~
Iu mlm’dt la vacuna respecto a la inestabilldad del pH del dlluyents, no';ohc
w alto rlezgo de_contaminacién, lo que hace pensor o quc la vacuno se ha mone-
ii‘odo mal en ol’compo. El hecho de que el dik)yan!e s8 precipite como consecuencio
fanto por la lncubu;l&n o 37'C, como, segin experlenclos previes, vorfe w pH y s -
mellldod ol congelarse, indican que el manejo Sptimo del diluyente es en refrigera-
‘clén entre 2y 6'C,

Lo pruebo de actividad del DEAE-dextron efectuada en el diluyente después de esteri-
. ) 77
{§zado (106'9 cuando s infecks con diluyente actual y 10 cuondo se infecté con

“diluyente con DEAE—dextran) indlca que el producto sigue mostrondo la actividad bow

I6gica de adyuvante, que fue la razén de agregarlo a lo vacuna,

Lo ausencla de efecto negativo del DEAE~dextran durante el proceso de llofilizaclén,
aif como, la estabilidad de este producto a la esterilizacién en outoclave planteon la
posibliidad de agregarlo a o vacuna, ya',seq en el estabilizader de_ la vacuno o bien -
en el dlluyente de la misma. Independlentemente del sitio de odicién-que se elljo, la
vacuna puede segulr siendo complementc;-ciu por este adyuvante que tan buenos resulta--

dos ha dado,
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~CONCLUSIONES-

No hubo diferencia significativa de los lotes en los dos laboratorios, solo se on

- contré. ‘.5 log. ‘més alto fﬂulo ontes de liofilizor lo 'vccum,“qn * ptorao on -

la liofilizacién,

El DEAE-dextran no tiene efecto negativo sobwe e! virus duronte lo liofiliza~=

' cibn. El tiwlo superior con DEAE-dextran mejoro la. capacidad de deteccién -

de virus en rotones.

En el diluyente hay variaciones de pH mayores en el antiguo con respecto al

nuevo.  AUn asi, estén dentro del rongo de tolerancia del ‘vimsrrébico. 7

No hubo contaminacién en ninguno de los diluyentes, pero en el "B (antiguo)

hay riezgo de contominacién en su preporocién,

En-lo prueba de incubocién se precipité ef diluyente, as conveniente mantener

lo refrigerado junto con la vacuna y no se debe congelar tampoco,

La pruebo de actividad biolégica del DEAE-dextran estéril en autoclave indica

que el producto es todavia active.

Se juede agregar el DEAE~-dextron tanto en el estabilizadoer para liofilizaclén

como en el diluyente nuevo.
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