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PRUEBAS COMPARATIVAS DEL EFECTO DE 
LA ADICION DEAE-DEXTRAN EN EL ESTA 

BILIZADOR DE LIOFILIZACION S08RE -
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 INSTI
TUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES PECUARIAS, S.A.R.H. 



-RESUMEN-

Se estudiaron 5 lates de .,cuna antin6bico, cepa V-319/Ac:atldn y tres lotes de di

luyentes diferentes, uno de ellos conteni'"do DEAE-dextwan, con el obfeto de co~ 

ror el título de vlnis rábico liofilizado en presencia o ausencia de DEAE-dextran. 

El DEAE-dextran funciono como odyvwnte en la .,cuna viva, de ahf la necesidad -

de lnc:orp«arlo al producto. 

Las pruebas efectuadas para este objeto Ñeron la ester! lldad de la wcuna, tltulacl6n 

en ratones lactantes, lnfeccl6n con diluyente + DEAE-dextron, y prvebia de pH en los 

diluyentes. 

Los resultados de este estudio parecen indicar que el diluyente estd dentro de lo to

lerancia del virus r6blco, y que el DEAE dextran no tiene efecto negativo sol:re el -

virus durante la llofillzaci6n, y que el dlluyente con DEAE-dextran se mantiene esta

ble en la esterilización. 

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

liofilizado se~n sea conveniente al laboratorio productor. 
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·INTltODUCC10N-

La l'Qb;a paromlca bovina estd ubicada en el 6rea eco16glca de los murclflagos. he

mat6fap, principalmente del "Demod\ls ratundus" (24), la principal preocupacl&i de 

este padecimiento son los ~rdidas econ6micos que origina o la ganoderra tropical, -

COlllfl"lndlda 'sta, enlTe el paralelo 281 de latitud norte (sur de Sonara) y el patale

lo 33' de latitud wr (norte de Argentina) entre los 40' y 1151 meridianos de langl-

tud oeste, en tierras balas con rn&ximo de 2,000 metros de altura sobre el nivel del 

mar (24). 

La apcwicl6n de la rabia en Am&rico, fve reportada por i-lmera vez en el siglo - -

XVIII. A fines del siglo XIX la rabio en Am&rico fue confirmada como una enfttrlTI!. 

dad transmitida por uno mordedura, al aislarse el viNs rdblco de lo saliva de los onl

males enfermos (3). 

Los primeros Intentos poro prevenir la rabia fverÓn llevados a cabo por Galtler, en -

1880, quien inocul6 por vro Intravenoso saliva y masa encef611ca de animales enfer

mos de rabia (17). Sin emborgo, la primero vacuna efectiva, fue elaborada par Pas

teur, quien utiliz6 tejido nervioso de conejo infectodo, atenuando al virus par deshi

drotaci6n (22). Desde entonces a lo fecho, se han elaborado diferentes tipos de voc~ 

nos ontirrdbicos. Estos son de diferentes orígenes, obtenl,;ndose y tratdndose al virus -

con divers~ métodos. Se diitinguen principalme_nte dos tipos de vaamas. Los de vi-

rus vivo atenuado y los de virus inoctivados por distinta\ procedimientos. 



Apoxl~te en 1957, fue introducida a Mlxico, lo llolllllda cepo Flury olto po• 

1a¡e, · r- Cainargo y Veldsquez ( 11). En 1965 br llftla y Monclsidar tuvieron co

nocimiento de la Ineficacia de la cepa FI~ pGIU detener un brote de derrlengue, -

encontronda "19 a los seis meses de háb.ne opllc:ado, no M obHnabon anticuerpos -

protectores, siendo necesaria la prer-acldn y aplicC1cloo de una autovacuna, elaboro-

da par Mancisldar (21). 

En la achlalldad · los lnvestlgiar;lanes de los · mltodos paro el cultl'IO de teildca han c°'! 

trlbuTda "'°"demente al ~so de la vlrologl'o onlmal en genwal, asr como, en la 

preparad& de nuevos vacunos antlrrdbicas (1, 21 18)1 ya que san proG!ctOl ont19'nL 

cos, ln&uos y que generan protecci6n, la que puede dwar "°'las Olio$ con una sola -

opltcaci& (10). En el lnstlMo Nacional de lnvestlgiaclones Pecuarias en colobaraci&i 

con la F.A.O., se obtuvo una vacuna o ¡q'tir de virus rdbico (V-319) aislado de un 

'tampiro (6, 8, 9), la C\IOI ha resultado muy eficaz, par que puede obtenene altos t! 

tulos y es de f6cll produccl&t en grandes cantidades y confiere una lnmunldod de m6s 

de tres al'los (16). La cepa V-319/Acatldn se obtuvo de un vampiro macho capturado -

en San Vicente, municipio de Acat16n Flgueroa, Oa>IClca. 

la cepa fue adoptado a cultiven celulares, mediante cuatro pases en cultivos celula-

res de embrl&i de vampiro, posteriormente se le dieron nueve poses en c&lulos BHK-

211 la cepo V-319 odqulrl6 la capacidad de formar placas en suspens.i6n de ogarosa, 

por lo que se procedl6 o purificar el virus por clonacl6n, seleccionando una caja de 

p etrl con una sola placa, esta clona V-319 el 476 alcanz.S entonces un tnulo de - -

9 
10 ufp (unidades formadoras de placas por mi) en tres poses mds, estobiliz6ndose en e~ 

te tnulo. Con esto cepa se prepar6 el lote de semll la maestro o partir del cual se -



p19paron la1 lotes de trabajo que se utilizan en la preparacldn a grai, e1cola de lo .. 

wcuna V~319/Acatldn (15}. 

Por otra pGJte el DEAE-dextran lnteract& con muchos lllf•ma1 blol~cos a muy ba

jas concentraciones. Esta accicSn se ejerce sobre las car911s negativos de la superfl-

cle celular, con los consecuentes efectos frslcos en lo célula. 

Lanen (141 20} demostr6 que un tratamiento !!!, ~ de una lrnea de c41ulas tu~

les can DEAE-dextron, Inhiben el subsecuente desarrollo de e1tos c~lulas !!!. ~· f. 

sabido que el DEAE-dextrcm tiene un efecto inhibitorio en cultivos celulares .!!!. vltrn 

como om>s policotiones, pero para que tenga efecto cltot6xico usualmente se requiere 

de altas concentraciones de DEAE-dextran. 

Posiblemente el efecto más interesante del DEAE...¿extran en lo fisiologra de la cflu-· 

la es en lo estlmuloción en la_eaietroclcSn o captura dlndmlco de molfculos tanto en -

proternas como 6cido nucl~lcos. Ryser (23) mostr6 que la obsorc16n de lo olb'1mlna -

por los c"ulos de sarcoma S-180 es estimulada por el DEAE-de>ttron y otros policatlo

nes y este estrmulo en lo obsorci6n, es más grande o medido que aumento el peso mole 

culor de IO$ pollcotlones. 

En estudios virales el DEAE-dextron, asr como el dextron sul foto, tienen efecto estlmu 

lonte y depresor respectivamente del crecimiento viral en cultivos celulares. 

Fue obserwdo que con lo odici6n de DEA-dextron en ogar, los placas formados por el 

virus de lo encefalomielítis aumento el tomona de los placas, yo que el dextron contr~ 

rresto el efecto inhibitorio de los polisoc6ridos sulfatado~ del ogor. Por otro porte se -

observó que variantes del virus de pollo difieren en lo capacidad de ser inhibidas por ni 
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dexllan sulfato. El rdpldo desarrollo en este cultlvo fue examinado por Vaherl (25). 

Bengstton (5), encontró que el dextran sulfotado atenuo al vlnis de pollo e Interfie

re en su adsorcl6n inicial a las cllulas suceptlble1, pero no con las subsecuentes -

etaplU del clclo de infeccl&. 

Se ho efectuado una pn¡eba en placo usando c.Slulos formadoras de anticuerpos esti

mulados can OEAE-dextron, para lnc:nmentor la formocl& de placas y un en50yo s!._ 

milor fue usado por lfledman (13) en estudios de dlstrlbuc16n de anticuerpos en cuhi 

vos de cepos celulares de rat6n. 

Wittman (27), ha descrito el usa de DEAE-dextran coma odyuwnte de \IQcuna lnac

tivado contra fie~e aftosa, Asimismo, observ6 que las reacciones locales eran me

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

Para el dlagn6stico de la rabia, ManclsldOI' (21) Indica que el virus rdblco obteni

do de lo sall..., de bovino fue detectado m6s rdp!do en el cultivo de tejido que en 

ratones inoculados, cuando utilizaba DEAE-dextran al Infectar las c&lulos, 

El m.ltodo de BHK, DEAE-dextron es econ6mlco y rápido para detector virus robi

co en muestras de saliva, que pueden ser usados poro estudios ecol6gicos y potog! 

nicos, asr como el diogn6stico de rabio, antes de lo muerte del animo! sospechoso 

(dlagn6stico intra vitam), 

En 1974, Bijlengo y Bogord (7) demostraron los ventajas de agregar DEAE-dextron -

como ·adyuvante a lo vacuna antirrdbica de virvs viva desarrollado por Bijlengo y -

Hem6ndez en el Instituto Nacional de Investigaciones Pecuarias (6). 



La lnfeccl4n de tabla !!!. ~ es marcadamente realzada can la adlci6n de dletil

amlna-etll-deJdrcln (DEAE-de>dran) y sulfato de protamlna (19, 26), 

La vacuna antirr6bica de virus vivo V-319/Acatldn, fue producida industrialmente 

en el l.N.l.P. de 1972 a 1976, 

Para obtener un alto tl'hilo en la cosecha, tarnb1'n se emplea el OEAE·.-dextran en -

el medio de lnfeccl6n (15). 

A partir de las observaciones de Bljlenga (7) sobe el poder adyuvante del DEAE

dextran para la vacuna V-319/Acatldn, se decidl6 lncorPOfor regularmente este fll',2. 

dueto en el diluyente. 

Al poco tiempo de Incorporar este producto a la vacuna, los usuarios (Manrrquez, 

comunlcaclcSn penonal) se quejaron de la lnestabllldad del pH del diluyente, osr c~ 

mo de su facllldad para contaminarse, por lo que el diluyente fue substituido por -

otro que se pudiera esterilizar, despu&s de envasado, en autoclave. Debido o esto 

substltvcl&i, se elimln6 el OEAE-dextron como adyuvante, 

El presente estudio, basado en la comprobada utilidad del OEAE-dextron como adyu

vante, tiene como objetivo el encontrar el mejor método de incorporar este produc

to a la vacuna, sin tener los Inconvenientes arriba mencionados. Se intento probar 

la estabilidad del OEAE-dextran a la esterlllzacl6n en autoclave, asr como, determ!_ 

nor el efecto del.producto sabre la viobllldad del virus rdbico cuando se agrega &s

te en el estabilizador para liofllizaclcSn de la vacuna, 

El OEAE-dextran es un dletilamlnoeter pollcationlco de dextran producido a partir de 

dextran can PM promedia de 500, 0001 y se surte como la saluci6n de clorhidrato, e! 
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contenido de nltr6g.no es aproximadamente 5.2% y se expende como polvo secodo -

por spray. 

Las soluciones ác:uosas de OEAE~xtran tienen buena estabilidad ante lo hidr61hh -

olcollna o dclclo. Los soluciones pueden esterili:zone en autoclave a un pH bo¡a. 

Se deben evitar oxiclontes fuertes (12). 



" . -~ 
.. . u-•-f 



- MATERIAL Y METODOS -

1.- MEDIOS DE CULTIVO 

a).- 8HK-21(Glbco), fobricacl6n especial de "Grand lsland Blologlcal Cam

pany", ajustdndose a un pH de 7.1 utllizanda HCLO.IN. posterlarmen

te se esterilizo por flltrac16n (filtros millipore 0,22 miCl'Os) envoldndose 

en vol(;menes de 500 a 1000 mi y conservdndose a 4'C, 

b).- CALDO DE TRIPTOSA FOSFATADA {TP8} {Dlfco) se o~go ?.9.5 g. en 

1, 000 mi., de agua bidestllado est&rll y delonl zodo. 

La esterillzaci6n se efect(;a en el autoclave o 15 lll:ws de presi&l 

(12l'C.) durante 15 minutos, envas6ndose en botellas de 100 mi. y se -

conservo a 4'C. 

c).- SOLUCION SALINA FOSFATADA (PBS). 

Soluci6n "A" 

NaCL 8 g. 

KCL 0.2 g. 

KH2HP04 2.9 g. 

KH2P04 0.2 g. 

H20 bidesti lado 800 mi, 

Solucl&i "8" 

CaCL 0.1 g. 

MgCL2CH20 0, l g. 

H20 bidestilada 200 mi. 
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Estas dos soluciones se esterilizan por separodo en el autoclove a JO 11· 

bras de presl6n durante 1 O minutas, se dejan enfriar a te111>9raturu ambie!! 

te y se mezclan las das wluclone! conservdndose desp114s a 4'C. 

d).- TRIPSINA 1:300 (Mann Re$oarch Laboratorles lnc. New. York.) Un ~ 

mo de trlpslna se disuelve en 100 mi, de PBS (e) la esterllizacl&. se r~ 

liza con flltros millipore a trav4s de uno me"*'wona de 0.22 mlcias con • 

presl&. positivo y se envaso en vo16menes de S mi. y se congela a menas 

20'C. Antes de usarse se diluye 1:4. 

e).- PENICILINA ESTREPTOMICINA (Squibb) 

Penicillno G. Procornica 

Sulfato de estreptomicina 

H20 bidestllada est&ll 

1,.000,000 u.1. 

1 g. 

50 mi, 

En un mllllltro de esto rrez:cla tenemos 201 000 U.I. de penicilina y 20 

mg de estreptomicina. Se envasa en volúmenes de 25 mi. y se congela 

a rrenos 20'C. 

f).- DEAE-DEXTRAN a 0.5% (Pharmacla, Fine Chemlcals) 0,5 g. y PBS li

bre de Ca y Mg (Sol. "A") {c) 100 mi. 

Se agita durante 6 hs. a te1t'fl9rotura ambiente, se esteriliza con filtros 

mllllpqe con una rremb-ana de 0.22 micras por presl&. positiva, se enva 

san en volúmenes de 5 mi. y se conservan en rcfrlgeroci.Sn a menos ?.O'C. 



g).-
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DlllNENTE. "A" (anti~) 

Soluc16n "A" 

NaCL 160 9· 

KCI 4 9· 

NoHP04 50 g. 

Hiº deionlzado 16,000 mi. 

Solución 11911 

Cacl
2 2 g, 

MgCl2 2 g, 

H20 deionizodo 400 mi. 

Se esterilizan en el autoclave las soluciones "A" y "8" por separado, se 

dejan enfriar a te~ratura ambiente, se mezclan las dos soluciones aséf. 

ticamente, posteriormente se le O!J'ega rojo de fenal al 1%, 25 mi., hos 

ta damos un pH de 7 .O. 

Se le a!J'ega DEAE-dextran al 1%, 200 mi., 2,000,000 de penlisilina, 2 

!J'Omos de estreptoml cina y se agita perfectamente. 

Nuevamente se 11u_el11e o ajustar el pH o 7 .4, posteriormente se envaso en 

frascos de color 6mbar de 30 mi. aforóndolos o 22 mi., se tapo y se rol~ 

pe, por último se hocen pruebas de esterilidad on coleo nutritivo. (para 

20 lts.). 



h).- DILUYENTE "8" (ACTUAL) 

NaCL 8.5 g. 

NaH2P04 1.5<4 9· 

NaHP04 12.6 g. 

Rojo de fenol al 1% 1.5 mi. 

Hiº deionizado 1000 mi, 

Se disuelve al NoiHPO <4' hasta que se encuentre completamente disuelto, 

posteriorrr.nte se disuelve el Na~P04, se agrega el NaCI, tambl'n el 

rojo de fenol y se ojusta el pH a 7 .o. 

Se envasa en frascos ómbor de vidrio de 30 mi. oforóndolos a 22 mi. y 

posteriormente se meten los frascos al autoclave a esterilizarse o 15 libras 

durante 15 minutos y por último se les hace pruebo de esterllidad en cal

do nutritivo. 

1).- DILUYENTE "C" (con DEAE-dextran) 

NaCI 

NaH2 

Na2HPO..¡ 

Rojo de fenol al 1% 

DEAE-dextran 1% 

H20 deioni zoda 

8.5 g. 

1.54 g. 

12.6 g. 

1.5 mi. 

50 mi. 

1000 mi. 

Se van· disolviendo todas las substancias en el orden anotado anteriormente. 

Posteriormente se envasan en frascos ombor de vidrio neutro de 30 mi. ofo 

r6ndolos a 22 mi. se meten los frascos al autoclave a esterilizarse a 15 11 

bras de presi6n durante 15 minutos. 
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j).- CALDO NUTRITIVO (lacto Nutrlent Dehychted) (Dlfco). 

Caldo nutritivo 

H20 delonizodo 

8 9· 

1000 mi. 

Se esteriliza en autoclave, 15 libras durante 15 minutos, se envaMJn en 

frascos cmpolleta de 3 mi. y se almacena a 4'C. 

k).- ROJO NEUTRO (Merck) 

Ra¡a neutro 1 g. 

H20 biclestilada delonlzado 1000 mi 

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

san en botellas de 250 mi. y se proteje de la luz can papel estano con

servándose a 4'C. 

1).- SUERO FETAL BOVINOS (Flow Laborotorles). 

m).-

Es obtenido en formo liquido y can~lado; durante su uso es inoctlvado 

en bailo maria a 50'C. durante 30 minutas, se deja enfriar o temperatu

ra ambiente y después se conserva a 4'C. 

MEDIO DE CRECIMIENTO 

Medio BHK-21 BO'/a 

Suero fetal bovino 10'/o 

Coldo trlptoso fosfatado 10'/o 

Antibióticos: 

Penicilina 50 }lm/ml 

Estreptomicina 50 J.lm/ml 



n).- MEDIO DE MANTENIMIENTO 

Medio BHK-21 

Suero fetal bovino 

Antibióticos: 

Penicilina 

Estreptami cino 

o).- MEDIO DE INFECCION 

Medio BHK-21 

Suero fetal bovino 

DEAE-dextran 5% 

Antibióticos: 

Penicilina 

Estreptoml cina 

98% 

2.0% 

50 j'ro/ml 

50 }'ro/mi 

88% 

2% 

2% 

50 ¡.Lro/ml 

50 Jlio/ml 

p).- ESTABILIZADOR PEOTONA SACAROSA (Difco) 

Peptona 

Sacarosa 

2.7 g. 

20 g. 

100.0 g. 

1000 mi. 

- 12 -

Se disuelven las substancias en el orden anotado, se esterilizo por Filtra-

ción (filtros mllllpare 0.22 micras) envasándose on volúmenes de 500 mi. y 

conservándose a 4'C. 
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q).- ESTAllLlµDOI PEPTONA-SACAROSA CON DEAE·DEXTIAN (Phar111Dcla 

Fine Chemlcals). 

K~PO .. 2.7 g. 

Peptona 20.0 g. 

Sacarosa 100 g. 

DEAE-dextron "·º g. 

H20 deianlzada 1000 mi 

Se dlsuelven los substancias en el orden anotado, se esteriliza por flltr~ 

ci6n (filtros mlllipore 0,22 micras) envasdndose en volúmenes de 500 mi, 

y conserv6ndose a 4'C. 

r).- MATERIAL BIOLOGICO 

Ratones bloncos, cepo CD-1 lactantes. 

Estas ratones fueron proporcionados por el Departamento del Bioterlo del 

l.N.l.P. 

11.- LINEAS CELULARES. 

135.- Esto linea celular es uno clona de la línea BHl<-21 obtenido en rl~, 

de hamster lactante y adquirida por el l .N .l .P. del Instituto Wlstor de Flladel 

lia E.U.A. 

111.- PREPARACION DE MONOSTRATOS. 

Para la· preparación de monostrotos de células 135, '° saco el medio de crecí-

miento que contenía lo botella, se deposito 5 mi do trlpsina, que se pone en -

contacto con los células y se esperan unos minuto~ ha1ta que empiezan o desprc!2_ 

derso. 
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En •!Jllda se les asegan S 1111. de Ndlo de mantenimiento, para neutralizar la 

trlpslna y evitar se destruyan los cflulas. Con una pipeta de 10 mi y una peri

lla de hule, • procede a desprender las cflulcn de la iic-ed de la botella to~ 

do líquido con lo pipeta y después haciendo pres16n sobre el monoestrato. 

Se cuentan los células can un hemoclt6metro pafQ saber lo cantidad de c41ulos -

por mililitro que contiene. 

Poro las botellas de Raux se siembran 13 millones de células con 100 mi de me

dio de crecimiento, paro las botellas de leche se utilizan 3 millones de células 

con 15 mi. de medio de crecimiento. Después de sembrar las botellas se in cu-

bon en una estufa o 37'C durante n hs, 

IV.- PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE LOS LOTES. 

Se hicieron 5 lotes utilizando 8 botellas de roller chicas paro cado uno de ellas 

de acuerdo al siguiente FJl'Ocedlmlento: 

o).- Se sembraron células l3S1 los cuales son uno clono de la línea BHK-21 -

(ril'IÓn de Hamster lact:inte), lo clono utilizado fue lo número 7 preparado 

en el Departamento de Rabia Paralítico del l.N.l.P. (cabe aclarar que se 

puede utilizar otros clonas). 

Estas células fueron Incubados a 37'C por un período de 5 ·dios, después 

de los cuales se procedió a lo inoculación. 

b). - INOCULACION: Coda botella fue inoculado con 15 mi. de medio de in

fección (descrito anteriormente). 
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PROCEDIMIENTO: S• demnta •I lftedlo • cnchnl9nto • las bot.lloa, 

se le allade 15 mi. del -dlo infectante conteniendo 106•5 ufp/ml de -

virus del lote • traba¡o, a cada botella y se Incuban a 37'C y .12 RPM 

(revoluciones por minuto) durante 60 minutos, 

Posteriormente se decanta el medio de infección y se le agrego el medio 

de mantenimiento, 200 mi. a cado botella; se vuelven a colocar en la -

estufa de cell-roll a 32'C y , 12RPM. durante 5 dras, al término de los -

cuales se realiza la cosech:i, 

c).- COSECHA. 

Antes de realizar lu cosecha se refrigeran a '4'C, las de lO'C. a 12'C. 

durante 6 horas. 

Nota: el proceso de liofilización no se alteró con la adición del DEAE-

dextran. 

Una vez terminado el proceso de liofllizacl6n se engargolan los frasco$ 

y se almacenan en cómaras frfas a 4'C, cada lote deberó reunir los si--

guientes datos en sus cajas de envase, 

o) No. de lote 

b) Fecha 

e) No, de charolas liofilizadas 

d) No. de frascos 

VI.- PRUEBAS EFECTUADAS. 

a).- ESTERILIDAD DE LA VACUNA: para reollLar los pruebas de esterilidad -

del producto, se reconstituye uno de los frosco1 con 1,5 mi, de diluyen-



te atérll y se ~ o •mlnr en 3 froacos de caldo nutritlw mante-

n14ndosa fttol a 37'C durante 14 dras. Can el sobrante de la ampolle-

ta se siembran 3 cajos de petrl cantenlenda sabouroud, ogar, mantenl'!!_ 

cta.. a 25'C durante 14 dras. 

b).- TITULACION EN RATONES: Se Inoculan por vra lntrocerebral 6 lc:tes 

de 6 ratones lactantes, cada uno con 0,02 mi, de la vacuna en dllucl~ 

nes decimales de ICf a 10
8 

y se obtiene el título del producto mediante 

el ""todo de Reed and Muench (DL 50 le RL). 

c).- INFECCION CON DILUYENTE "C" (CON DEAE-DEXTRAN)l 

Por otro lodo sé prepar6 un lote dividido en 2, en el eual se utilizó e~ 

mo medio de infección suero y diluyente con DEAE-dextron y suero con -

diluyente sin DEAE-dextron. Este pequel\o lote se hizo con botellas de -

leche y no se llofillzaron, 

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

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

midiéndose estos en un potenci6metro de Perkln-Elmer o Colerron, 

VII.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL. 

a),- Se hicieron 5 lotes de vacuna (78-1, 78-5, 78-6, 78-7,. 71:1-8) los cuales 

codo lote se dividieron en dos portes: 

1) Vacuna antirr6bica cepa V-319/Acatlón t DEAE-dextrán. 

2) Vacuna ontirróbica cepa V-319/Acatlón lln DEAE-dextrón y éstos a -

su vez se dividieron en dos partes: 



·n LloRll_. 

2) Sin lloflllzar 
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TodCll estos lotes ,.._on las pruebas· ya ontn mencionadas (control de -

calidad) y se titularon en ratones lactantes. 

b).- Par otro parte, se hicieron tres lotes diferentes de diluyente para la vo

cu!IO. 

Diluyente "A" (antiguo) 

Diluyente "8" (nuevo) 

Diluyente "C" (nueva + DEAE-dextr6n) 

A cada lote se le liicleron pruebas de pH. 

Cada semana, se tomaron 10 botellas de las tres lotes diferentes y se mi

dió el pH de cada botella durante 10 semanas, 

c).- PRUEBA FINAL 

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

una prueba final que consistió en meter a Incubar 50 frascos de cada lote 

de diluyente a 37'C. 

Estos frascos se revisaron cada 24 hs. después de los 7 días se revisaron -

también todos los frascos checóndose que no presentaran cantaminoc16n ol-

guna. 

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

braron en agar sangre, Sabouraud, ogar su•o trlpticasa soya agar. 

Se puso 1 mi. de diluyente en cada medio de cultivo y se procedió a incu 

bane a 37°C durante dos días. 
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:- aESULTADOS-

l.ol NSUltodos • los clv9l'IOI. tltuloclCIMI • cada lote se pr-ntan en el cuadro n! 

mero 1. 

Los resultados • las pruebas efectuadas o coda dlluyente se presentan en el ~ 

número 2 y en la giáflca número 1 • 

Lo pruebo de esterilidad con los dlveno1 diluyentes estudtadaa lndlc6 que n~ hubo -

contamlnac16n en ningún diluyente, peto se observ6 que el 5% • las muestras lnai

badas mmtr6 preclpltacl6n de sales minerales en todos loe diluyentes estudiadas. 

El pequeno lottt • vacuna que se produlo en botellas de dtlucl6n de (,,.che, fue con 

lo flnolldod de determinar la actividad blol6glca del DEAE-de1dran esterlllzando en -

autoclave. El lote infectado con diluyente conteniendo DEAE-dextran anof6 un ti'! 

lo de 1c? •7 y el que se lnfect6 con diluyente sin DEA-dextran dl6 un titulo de 

106.9 

La roz6n por la que los lotes de vacuno utlllzados en este estudio no siguen un nú~ 

ro progresivo del 1 al s. es debido a que los lotes 2 al 4 se contaminaron durante -

el proceso de produccl6n y se desecharon, Incluyendo en el estudio solamente lotes de 

vacuna lll:fe de contaminacl6n. 
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CUADR02 

RESULTADOS DE LA MEDICION DEL PH EN LOl 3 DILUYENTES EMPLEADOI DURANTE 10 RllMIAI DE 
LA PREPARACION DEL DILUYENTE 

s--u..••, ..... D..,._IA .......... .,_e 
(IAllÍfle) (Añil!) (Añil!....., 

PH "' '" 
11. 1.11:t .n (ti 7.M:t.11111 1.n±nlti 

21. 7.U±.31 J.Z•:U7 1.21±'1 

31. 7.1 !.11 J.U:UJ 7.11±.13 

... 1.Z ±.21 1.JZ:t.JJ 7.2 ±.11 

iL UC.D 7.tUJJ 1.nt.n 
11. 7.U!.11 7.Jlt.M ud.• 

71. 1.Z ±.11 U ~.Z1 1.n±.n 
... 7.M±.11 1.D±.11 Ut:±.ZI 

... JJJ±.• u :t.M 1.n±a 

111L 7.Zl~.ZI JJJiJJ u1.!.21 

l.· ,.H "'°'9t1dlo tU 10 ma.HINI con dn"'-tl6" .. , ....... 
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-DISCUSION-

l.ol r..uttados de la tlhllac16n de las diferentes 1T11estra1 de cada late, como se pue

de ·oa..w, en el cuadro 1, presentan wrlaclanes dentro del mismo late en los cl1tl!!_ 

tas e...aluaclones. Con algul'\0$ excepciones, la moyoría de los datos no rooestran di-

ferenclcn 1ignificotivas erim las titulaciones co~tlvas efectuadas en laboratorios -

y par personas dlstlntcn. Puede notarse que el lote 1 antes de lloflllzar sin DEA-dex

. •, dt6 un tAulo de 10
8

•
23

oL5c/ml. en produc.c16n, en tanto que el título obtenida 

en el Departamento de Constoc16n, fue de 10
6

•
0

oL5ifm1. Aparte de este coso y -

otros anotados en el cuadro, la mayoría de las titulaciones no muestran diferencias sii 

niflcatl- entre labaratorios. 

Los tAulos de las \IQCUnos antes de lloliltzar tienen un título promedio superior al de· 

las vacunas liofilizadas, tanto cuando se agregó DEAE-dextran ol estabilizador, coma 

cuando el estobillzadOf no contenía este producto. 

El promedio de baja de tnulo, fue de .49 de logaritmo poro los lotes sin DEAE-dex--

·tran, y de .35 de logaritmo para los lotes c.on DEAE-dextran. Esta baja de tnulo no 

es del todo sorprendente, ya que el proceso de lifoilización siempre tiene este efecto. 

La diferencia en lo caído de .título en ambos tipos de lote de .49 y ,35 no es slgnil!_ 

cotl\IO; es decir, el estabilizador con DEAE-dextron no es necesoriomente superior ol 

estabilizador que no lo contiene. La observoci6n importante o este respecto estribo -

en que el DEAE-dexlron agregando al estobilizodor no causo uno bajo dróstico del tí-

tulo de virus viable, lo cual indico que por lo rncnm no tiene un efecto negativo so 

bre el virus durante la liofilizoci6n. 



Existe una ligera tendencia err los lates con DEAE-dextran o dar tnulos mds allol de 

.virus .,. IOI rn1- 10..s sin este fftducto. El prondlo de aumento de títvlo par -

este concepto es de .55 de lopitmo. 

Aún sin wr una gran dlfwenclo, ésto es comtante en todos los lotes probadol, Esto 

se debe o que el DEAE-dextran, aumenta la capacidad del ratón para detectar al vi

rus par el mismo efecto de captura dln6mlca, estlmulado por el producto y que es no

table tanto in !!!!! como In vfYO, lo que quiere decir, l.Jle el mayar tftulo obserwdo 

no es Indicación de que el tftulo de virus aumente sino que se considero !JI• aumenta 

lo éapacidod de detección del mismo. 

Lo1 pruebas efectuadas con los diferentes diluyentes Indican que existen pequellas w

rlaciones en el pH atribuibles al tipo de vidrio de que est6n fabricadas los botellas. 

En lodos los cosos las variaciones de pH son iguales o Inferiores o .49 unidades. SI 

se torno en cuenta que el pH lnlciol fue de 7 ,2, el rongo de pH de 6.71 a 7 .62 se 

encuentra ubicado dentro del margen de estabilidad del virus r6blco que es de 3.5 o 

9 (4). 

Cabe hacer ~olor que los variaciones de pH en los estoblllzcdores, se monlfie1ton de!_ 

de los primeros días de preparodos y no se hocen rroyores a medido que paso el tiem

po. Los tres diluyentes se mantuvieron estériles durante el experimento y s61o se ob

serv6 preclpitacl6n de algunos frase~ cuando se efectu6 lo pruebo de esterilidad incu-

bóndolos a 37'C. durante uno semana. Esto indica, que si bien hoy que admitir que 

la preporoc16n del diluyente A (antiguo} tiene más riesgo de contominoci6n en su pr!:_ 

paroci6n, si se hoce con cuidado, puede obtenerse ton estéril como los que se esterl

lil:an en autoclave después de envasados. 
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·. En n...,_ • la1 dlluy.ntes empleados M enc:ontr6 conflnnacl ... a las ~tos • -

lm ...,.IOI • la wcuna respecto o lo ln•1tabllldod del pH del dlluyente, no sob-e 

su alto rlezgo de conta,..nocl6n, lo que hace pen- en que ta vocuna .. ha naie· 

fado nal en el campo. El hecho de que el diluye'lfe se pnciplte como con1ecuenclo 

•to par lo lncuboct6n o 37'C. como, según e¡cperlenclos previos, varr. w pH y IU -

establlldod al congelarse, indican que el maneto 6ptlmo del dlluyente es en r•fr1gero

cl6n entre 2 y 6'C. 

La prveba de actividad del DEAE-dextran efectuada en el diluyente despu•s de estwl-

6 9 7.7 
tlzado (10 • cuando se lnfec:t6 con dtluyente actual y 10 cuando se lnfect6 con 

dltupnte can DEAE-dextron) indica que el procl¡c::to &lgue ~do lo activldod blo-

16gica de adyuvante, que fue lo ra:r.6n de agregarlo o lo vacuno. 

Lo ausencia de efecto negativo del DEAE-dextran durante el procesa de llof11t:r.ac:l6n, 

a1f como, la establlldad de este producto a la estl!rlllzacl6n en autoclave plantean la 

poslbllldod de agregarlo a la vac:uno, ya ·.seo en el establll:zador de la vac:una o bien -

en el diluyente de la misma. Independientemente del sitio de odic::icSn que se ellja, la 

vacuna puede seguir siendo c;omplementada por este adyuvante que tan buenos resulta--

dos ha dado. 
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-CONCLUSIONES-

1.- No hubo diferencia 1lgnlflcatlva de los lot.1 en los dos laborotorlos, solo se ~ 

contr6 .5 log. · m6s alto tnulo antes de liofllizar lo vacuna, IJle se pierde en -

la llofilizaci6n. 

2.• El DEAE ... xtran no tiene efecto negativo sobre el vlrvs dl.ftnte la lloffllza-

ci6n. El tllvlo ·superior c:on DEAE ... Ktron meforo la capacidad de deteccldn 

de vlni1 en rat-1. 

3.- En el diluyente hay variaciones de pH mayor'!' en el ontlguo con respecto al 

nuevo. Aún asr, están dentro del rungo de tolerando del virus rdbico. 

4.- No hubo contaminación en ninguna de los diluyentes, pero en el "8" (antiguo) 

hoy riezgo de contamlnacl6n en su preparación. 

5.- En la pl'Ueba de Incubación se precipitó el diluyente, es conveniente mantener 

lo refrigerado !unto con la vocuna y no se debe congelar tampoco. 

6.- Lo prueba de actividad biológico del DEAE-deKtran estéril en autoclave Indico 

que el producto es todavía activo, 

7 .- Se puede agregar el DEAE-deKtron tanto en el euabillzador para lioflllzoc16n 

como en el -diluyente nuevo. 
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