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DURACION DE LA VJABJLIDAD DE LA VACUNA ANTIRRABJCA CEPA V-319/ACATLAN,-­

DESPl!ES DE RECONSTITUIDA, DETERMINADA MEDIANTE LA PRUEBA DE MICROFOCOS-­
FLUORESCENTES. 

.JULIAN ARl-lADI'. RUIZ 

Asesor: M. V.Z, Msc. Ph.d. Eliseo Hernández Baumqarten. 

R E S L! M E N 

Se recC1nstitv.y6 la vacuna antirrábica CepCI. V-319/Acatlán del lote--

82-2 el~borada en el Departamento de Investiqación en Producción de Bic­

l6qicos (J.N. I.P. - ~.A.R.H.} para determinar el tiempo que dura v1abie-

1a vacuna después de reconstituida a temperaturas de 4 e y 28 e . 
Se tomaron muestras de • 5 ml. cr.da 6 horas ele la vacunil. recon~titui 

da, con cada muestra se infect~ron cultivos celulares contenidos en tu-­
. bos de L.e i ghton. 

Se titul6 el virus residual en-la vacuna reconstituida mediante la­

prueba de 'microfocos fluorescentes. 

Los títulos obtenidos se graficaron y se trai6 una curva de inacti­

vacién, para saber el tiempo en que cruzaba la lineé!. del títu1o mínimo-­

de protecci6n. 
Lo~ resultad0s de éste trabajo inclica.n qt!e la vacuna antirrábica- -

Cepa V-319/Acatlán,. después de reconstituida y mantE'nida a 4 C, tiene- -

una viabilidad de 21 horas 52 minutC's, y a 28 C tiene uM viabilidad de-

11 horas 38 minutos. 
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INTP.ODL!CC ION: 
Le. rabia paresiante bovina o derrienºue es una de las enfermedades -

que causa problemas a la ganaderfa de México, ya que ésta, causa la muer­
te de gran cantidad de animales (3,4,6,7 ,11,12), debido a que la rabia PJ. 
resiante bovina se presenta en frrma enzootica en México y pafses de Cen­
tro y Sudamérica (4). 

Se presente la rabia paresiante en México ya que ésta es transmitida 
por los murciélagos hematéfa~os 0 vampiros (4,7,11). Los vampiros de ma­
yor importa ne ia en México son: Desmocfus rotL1ndus y_ Desmodt!S .!::... muri nus, -
los cuales son reservorios del virus, ya que no muestran signos de la en­
fermedad y excretan virus rábico en la saliva, por peri6dos hasta de cin­
co meses, y además el único alimente que toman los vampiros, es la sangre 
(9). Por lo que, el vampiro al morder al animal, le transmite la enfermi!_ 
dad (4 . .7,11). 

El agente etiológico de la rabia paresiante bovina es un virus, que­
pertenere al género Lissavirus,. familia Rhabctoviridae .. tiene forma deba­
la y mide aproximadamente 60-80 nan6metros (nm) de ancho por 170-180 r.an.Q. 
metros (nm) de largo, y su ácido nucleiro está constitufdo por AR~ (4,7). 

Se han empleado dos métodos de control del problema del derrienpue:-
1.- Control del murciélago hrmat6fago {Desmodus rotundus) (9). 
2.- Vacunación antirrábica bovina (2,5 ,12). 
Ninguno de estos métodos res0lverá por si solo el problema, y se re­

quiere de su aplicaci6n conjunta. Por lo que se refiere a la vacunaci6n­
antirrábica, se requieren vacunas ciue inmunicen adecuadamente al gantido,.­
en otras palabras, que peneren unti respuesta inmunol6gica duradera y esp! 
cífica (11). 

En la actualidad las vacunas elaboradas en cultivos celulares conti! 
nen antígenos depurados y generan una inmunidad adecuada (12), las vacu-­
nas elaboradas en cultivos celulares que se han aplicado al ganado en Mé­
xico, han demostrad0 ser eficaces a. nivel de campo, confiriendo una. ade-­
cuada inmunidad p0r peri6dos largos (2,5,11). En el caso de las vacunas­
antirrábicas ,. elaboradas con virus activo, protegen en base al estfmulo -
antigénico que producen, y esto a su vez está condicionado por la multi-­
plicaci6n local del virus en el animal (4). 

Intervienen tiiversC's factores que pueden hacer oue una vacuna no pr.Q. 
teja, como son, entre otros: Mal wanejo de la vacuna antes y después de -
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que lleguen al ganadero, o bien que las vacunas no llenen los requerimien­
tcs mínimos antes de salir del laboratorio productor (6). 

En cuanto al manejo de la vacuna antirráb 1 ca, durante la vacunación -
masiva de animales, la vacuna es reconstituida y mantenida en hielo o al -
medio ambiente, pudiendo pasar varias horas entre una vacunación y otra -­
por carecer de instalaciones adecuadas para el manejo del ganado. Estr es 
causa de desperdicio de vacuna, ya que se recomienda~ priori, que la vac.!!_ 
na no utilizada se deseche después de una hora de reconstituida. Ante es­
ta situaci6n se decidió determinar la duración de la vi.abnidad de la vac.!!_ 
na antirrábica Cepa V-319/Acatlán, una vez rec0nstitvída, tanto a 4 e como 
a 28 C durante un lapso de 36 horas. Un estudio previo sobre la viabili-­
dad de la vacuno reconstituida se he efectvado ya (17}, utilizando ratones 
lactantes para titular el virus residual a diversos tiempos. Ahora con la 
técnica de cultivos celulares rodemos aislar, multiplicar y titular a los­
virus (20). Una prueba para la titulación y viabilidad del virus de la r~ 
bia es la prueba de rnicrofocos fluorescentes,. la cual es una técnica in vi 
tro para la titulación y seroneutralización del virus de la rabia (10). 

La prueba de microfccos fluorescentes se basa en que las células in-­
fectadas con virus ráb 1 co acumulan material que s.e tiñl:' con anticl1erpos -­
fluorescentes, y que a mayor adaptación del virus al cultivo celular, la -
cantidad de células infectadas será mayor (13). Dependiendo de la replic~ 
ci6n del virus rábico y la línea celular empleada el antígeno puede ser d~ 
tectado dentro de las células mediante la técnica de anticuerpos fluores-­
centes directa, a varios tiempos después de· la infección (15}, esta carac­
terística d~l virus de la rabia ha sido empleada con éxito para la titula­
ci6n de a.nticuerpos, así corno pera pruebas de la viabilidad del virus de -
la rabia adaptada a cultivos celulares (13), por lo tanto, el uso de la -­
prueba de microfocos fluorescentes, como el c!e tedas las pruebr.s J.D. vitro­
está restringido, en el caso del virus de la rab 1 a, a ceras adaptadas a -­
cultivos celulares (10), y por esta razón, es que en el presente trabajo -
se emple6 la vacuna antirrábica Cepa V··319/Ac.at1án, la cual se adapt6 y -­
elabora en cultivos celulares (5). 

En este trabajo se deterrnin6 la dt1racién de la via!:lilidad de la vacu­
na antirrábica Cepa V-319/Acatlán, después de reconstituida, utilizando la 
técnica de microfC'cos fluorescentes, como un complemento al trabajo de Mel 
garejo (17), que se menrion6 antes, a fin de C'btener un punto de vista CO!l). 

plementario sobre este importante aspecto del empleo de la vacuna antirrá-
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antirrábica Cepa V-319/Acatlán. 
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QB,1ETIVO. 

Oetermina.r la duraci6n de la viab 4 lidad de la vacuna antirrábica Cepa 
VM319/Acatlán. de.spué~ de reconstitvída a temperatura de 4 C y 28 c. titu­
lando la vacuna mP.diante la prueba de microfocos fluorescentes. 
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MATERIAL. 

Material biológico. 

1.- Línea celular 135 clona 7.- Esta linea celular es una clona -
de la línea BHK-21, obtenida de riñón de hamster lactante y adquirida por 
el I.N.I.P., del Instituto Wistar de Filadelfia E.U.A. 

2.- Vacuna antirrábica Cepa V-319/Acatlin, frascos de 5 dosis. Es­
ta vacuna fue elaborada en el laboratcrio de Investigaci6n en Produccióri­
de Biológicos del l.N.I.P., y pertenecientes al lote 82-2, con un títulc­
oficial de 10-7 DLRL 50%. 

3.- Suero de ternera.- El suero se obtvvo de sa.ngre proveniente de 
rastro. El suero se separó del cai0ulc, fve centrifugado dos veces a - -
3000 RPM, durante veinte minutos en cada centrifugación 1 y se esterilizó­
por filtración con filtros Millipore con presión positiva, fue envasado -
en volúmenes de 400 ml. y congelado a una temperatura de -20 C. Al des-­
congelarse fue inactivado en baño maría a 56 C durante 30 minutos y se -­
cr.nservó en refrigeración a 4 C. 

4.- Conjugado Antirrábico (anticuerpos fluorescentes). 
BBL Cockeysville, M~ryland. 
2!030 U.S.A. 
Div. Bcctcn, Dickinson & CO. 

De este conjugado se utilizó un frasco ámpula liofilizado el cual se 
reconstituyó con 5 ml\ de agua deionizada estéril (dilución concentrada)­
poniéndose en viales de .5 ml. y con cada .5 ml. se hizo una dilución - -

1:20. 
5.- CVS.- V~rus rábico al 20 %, obtenido de cerebro de ratón de 21 

días de edad. Proporcionado por el Derartamentc de fpizootiología perte­

neciente al I.N.I.P. 
6.- CN.- Cerebro nonnal de ratón de 21 días de edad en suspensión­

al 20%, proporcionado por el Departamento de fpizootiologia perteneciente 

al I.N.I.P. 

Ml\TEP.IAL QUJMICO. 

1.- Medio BHK-21 {Gibco), en solución. 
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Medio BHK-21 lGibco), en polvo 12.57 g. 
NaHC03 (Bicarbonato de sodio) 2.75 s. 
Agua deionizada. 1000 ml. 

Se disolvió por serarado el NaHC03 en 100 ml. de agua deionizada, y­
por separado se disolvió el BHK-21 en los 900 ml. restantes, ya disuelto­
se le a~regaron les 100 m1. en donde está disl!elto el NC!HC0 3• Se ajustó­
el pH 6.9 -7.1 con HCL 1 N. 

Se esterilizó con filtro Millipore con una membrana de 0,22 rnicras,­
y se envasó en volúmenes de 500 ml. 

2.- Caldo de triptosa fosfvtada (TPB~ (Brotr). 
Caldo de triptrsa fosfatada (en polvo). 
Agua deionizada. 

29.5 g. 
1000 mi. 

Se envasó en volúmenes de 500 ml. y se esterilizón en autoclave v. 15 
libras de presión durante 15 minutes. 

3.- Diluyente de la vacuno. 

NaH2Po (fosfato de sodio monobásico) 

Na2HP04 (fosfatc de sodio dibásico) 
Rojo fenal al l X 

Asua deicnizada 
4.- Antibióticos. 

Penicilina G, potásica. 

1.54 g. 

12.60 g. 
1.50 ml. 

1000 ml. 

20 000 000 u. I. 
Estreptomicina base 20 g. 

Asua deionizadil. 1000 m1. 
Se agité durante 30 minutes, después se filtró por sistema Millipore 

se envasó en frascos de 5 ml. y se almacenó a -20 C. 
5.- Solución fosfatada (PBS) sin Ca y Mg pH7.2. 

Fosfato potásico monobásico 
Fosfato sódico dibásico 
Cloruro de sodio 

2.55 g. 
7.9B g. 
4.25 g. 

Agua deionizada. 1000 m1. 
Se envasó en volúmenes de '500 ml. y se esterilizó en autrclave a 15· 

libras de rresión durante 15 minutos. 
6.- Tripsina 1:250 (rtfco) al 0.25 Z 

Tripsina .25 g. 
PP.S (sin Ca y Mg) 100 ml. 

Se disolvió con un agitador magnético durante dos horas a 4 C. 

. ,, :.·· ... ··.¡ 
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Se esteriliz6 con filtro Millipore con membrana de 0.22 micras y se 
envasó en volúmenes de S ml., se alwacenó a -20 C. 

7.- DEAE dextran (Phermacia, Fine Chemicals A~ Upsala, Suecia),con 
un pes0 molecular de ?x106 . 

DEAE dextran 
PBS (libre de Ca y Mg) 

. 5 g. 

100 ml . 
Se agitó durante 6 horas a temperatura ambiente, se esterilizó con­

filtros Millipore con presión positiva, se envasó en volúmenes de 20 ml. 
gua.rdándose. a -20 c' 

8.- Acetona (~~erck) 

9. ~ Et.er etil ico (Merck) 
10.- Medio de crecimientc. 

Medio de BHK-21 (en solución) 80% 
Caldo trirtosa fcsfatado (en solución) 10% 
Suero de ternera inactivado 10% 
Antibiótico~ 1 ml./100 ml. de medio. 

11.- Medio de mantenimiento. 
Medio BHK-21 (en solución) 97% 
Suero de ternera inactivado 2% 
Antibióticos J. ml ./100 ml. de medio 1% 

12.- Medio de infección. 
Medio BllK-?1 (en s0lución) 
Suero de ternera inactivado 
DEAE-Dcxtran .5% 

96.5% 

2.0% 
l.5% 

13.- E1vanol (polivinil alcohol) grado 5~.-05 (Dupont) se a9regó 20 -
g. de. Elvan('ll lentamente en 80 ml. de PBS (sin Ca y Ng) y se agitó duran­
te 16 hC'ras con un tigitador magnético, después se le añadió 40 ml. de glj_ 
cero 1 y se agitó otra vez por 16 horas. Se centrifllgó a 1200 RPM durante 
20 minutos para separar el Elvanol no disueltc, se envasó en frascos de -
5 ml. y se guardaron a 4 C. El Elvanol es de una consistencia oleosa y -

al tacto es un liquido pegajoso. 

Mf\TEP.IAL FISICO. 

Campan(\ de flujo laminar. 
Estufa con flujo contim10 de aire con 5% de co2 . 
Cámara fri'a a 4 l' . 
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F.stt1fa a 28 e . 
M~croscopio invertido. 
M~croscopio de fluorescencia. 
Cr:ntrifuga refrigerada. 
Congelador a -70 C. 
Congelador a -20 C. 
Agitador vortex. 
Balanza eléctrica. 
Tubo oe LC!ighton de 16 x 150 r.m • .;;on tap6n de rosca. 
Cámara cuentap.lébulos de Neubauer modificada. 
Cubreobjetos de 7 x 35 r.m. 
Lápiz con punta de diamante. 
Gradilla para tubos de Leignton. 
Cristalería miscelánea. 

MfTQ[lOS. 
1.- Exposición de la vacuna antirráb~ca Cepa V-319/Acatlán, a 2 te!!:l. 

peraturas (4 C y 28 C}. 
Se tomaron 4 frascos de vacuna antirrábica Cepa V-319/Acatlán, del -

lote 82-2, elaborada en el Departamento de Investigatión en Producción de 
Bioló~icos, perteneciente al I.N.I.P., esta vacune. fue dada de alta con -
un titt•lo oficial de io-7 DLP.L 50% • 

Cada vacuna fue recon$tituída con JO ml. de diluyente, se hizo des-­
pués unt1 me:rcla homogénea de 40 ml. de vacuna reconstituida, a partir de­
esta mezcla, se tomaron 20 ml. y se pusieron en un frasco, el cual se pu­
so en un cuartr refrigerado a 4 e, y les otros 20 ml. en otro frasco, que 
se puso en t•na estvfa a 28 e. 

Se tomaro alícuotC1s de 0.5 ml. de cada frasco, cada 6 horas durante-
36 horas. la hora de reconstitución fue tomada como hora O y les tiempos 
en que se tomaron las alícuotas fueron: 0,6,12,18,2q,30,36 horas clespués­
de h~ber reconstituido la vacuna. 

Las muestras se colocaron en frascos, identificados con la hora y -­

temperatura a la que pertenecían, estt1.s mt1estras se guardaron a -70 C, P! 
ra posteriormente infectar los monoestratos. 

2.- Titulación del conjugado antirráb~co. 
Para el desarrollo de la prueba de microfocos fluorescentes, se em-­

p1eó conjugado antirrábico, por le que, el objetivo de titu1ar el conju-
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r,ado fue el de heller la dilución adecuada. en la que hubiera mene>s tin-­
ción inespecíficñ, tantc con cerebro normal de ratón, como con CVS. 

Se evalué el conjuga.do en diluciones: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, mel 
clando por separado el conjugado antirrábico, con suspensi6n dP cerebro -
normal de ratón al 20% y CVS, con estas diluciones del conju¡¡adr se tiñe­

ron monoestratcs de células 13Scl-7, infectadas con virus rábico. la tin­
ción se efectué mediante la técnica directa de anticuerpos fluore~cer.tes. 

Se observaron al mir.roscopio de fluorescencia y se encontró que la -
mejor tinción esteba entre las diluciones l :16 y 1:32, por lo que se optó 
por usar una dilución intermedia que ftie dP 1:25, tanto por Cl'S, como con 
cerebro dp ratón normal. 

3.- Sembrado de las células l~ScJ.-7, fue a pñrtir dE' un rnonC\estrato 
confluente, contenido en una botPlla de Blake chica, de la que se despre~ 
dieron y separaron las células mediante la tripsinizacién, utilizando - -
tripsina al 0.25% (Difco), ya desprendidas las células se determinó la -­
cantida.d en la slispensién, para lo cual se siguió la técnica de conteo C:fE. 

lular, en lo cámara de cuentt1glóbulos de Neubauer modificada (18). 
Se resuspendieron las células en medio de crecimientc, ajustancto la­

concentración celular a 100,000 célu1as/ml. 
De la s11spE>nsión de células en medio de creciir.iento se sembró 1.5 -­

ml. en cada tL1bo de Leighton, que cr.ntenían cubreobjetos de 7 x 35 nm. e~ 

tériles. 
Los tubos se pusieron en una estufa a 37 e con 95% de aire y 5% de -

co2 se revisaron diarit1mente y a las 72 horas se procedió a infectt1r les 
monoestratcs con 80% de confluencia. 

4.- Se tomó del cClngelador de -70 Cuna muestra de 0.5 ril. de vacu­
na recClnstitl'ida, por cada tempert1 tura ( 4 e y ?.8 C ~ de una hora determin! 
da y se elaboraron diluciones déruples en medio de infección, desde io-1-
hasta 10-8 , después se ctesechó el medio de crecimientc de los tubcis de -
Leighton y se lavaron 2 \'eces con soluci6n salina fosfatada (PBS) lo!' mo­
noestratcs se infectaron 3 monoestratos por cada dilución correspondien­
te, por lo tantc, se infectaron 24 monoestratos de células l~Scl-7 con-
8 diluciones de la vacuna reconstituida expuesta a 4 C y 24 monoestrt1tos 
con 8 diluciones de la vacuna reconstituida expuesta a 28 C. Los tubos­
de L.ei ghtcn se metieron a una estufa durante una he>ra a 36 e, a fin de -­
penni ti r la adsorción del virus a las células después se deseché el wedio 
de infecci6n, el cual contenfa el virus residval no adsorbido. Se lavé 2 
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veces los monoestratrs con solución salina fosfatada (PBS) y se ruso 1.5-
ml. de medio de manteniw.iento en les tubos de leightcn que contenían los­
monoestratos infectados, manteniéndose en una es tvfa a 32 C durante 30 h..Q. 
ras. 

5.- Fijación con acetona di? los monoestratos infectados. 
A las 30 horas de incubación se sacaron las laminillas de los tuhos­

de leight0n, ya que a este tiempo los cuerpos de inclusión primarios al-­
can1an su máximo desarrollo y les freos secundarios adn no se empiezan a­
manifestar (13). 

Las laminillas se irsertaron en una hendidura hecha a arlicadores de 
madera, colocados así, se lavaron los monoestratos infectcdos con 2 lava­
dos con solución salina fosfatada (PBS) y después una vez con a.gua desti­
lada, se dejaron secar al aire, se metieron en ~cetona durante media hora 
a -20 r. (8~ (20), para lograr una buena fijacién de los monoestratos infe_s_ 
tados. después se sacaron las laminillas y se dejaron secar al aire. 

Se corté cada cubreobjet0 con un lápiz con punta de diamante en 3 -­
partes, de 11 x 7 nm. e/u, de las que se usaron 2 para montarse en el por. 
taobjetos y la parte restante se guardó. 

Una vez cortados les cubreobjetcs se pe~aron , 2 cubreobjetos con e~ 
mento para plástico, especial para modelismo (lodela), quedc.ndo las célu­
las jijadas h~cia arriba. La identificación y disposición de los monoes­
tratcs en el portaobjetos, se ilustra en la figura l. 
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lDENTIFIC/l.CICN Y DISPOSJCICN EM EL PORTAOBJETOS DE LOS MONOESTPATCS HIFEC 

T/IDOS. 

Hora del muestreo después de reconstituida 
la vacuna. 

Temperatura a la que fue expuesta la vacuna. 

Número de dilt:ci6n. 

Figura 1 

Laminillas teñidas con CN + conjugado. 

Laminillas teñidas con CVS +conjugado. 

1 
• 
1 4 o 

DO 
DO 
DD 
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6.- Tincién de los monoestrato$ infectados. 
A cada monoestratr se les puso una gota de conjugado antirrábico, ya 

sea con CVS o con CN, en la disposición en la que se mostró en la figura-
1, se metieron los portaobjeto!" en una cámara húmeda en una estufa a 37 C 
durante 30 minu~os, después se enjuagaron con solución salina fosfatada -
para quitar el exceso de conjugado. y se metieron.en un se~undo lavddo en 
soluci6n salint1 fosfatada (PBS) durante 10 minutos, y al término de éstos 
se lavaron las laminillas con agua destilada, y se dejaron sr.c~r al medio 
ambiente. Se les puso unt1 gota de Elvanol sobre los monoestrt1tos teñidos 
y sobre éstrs un cubreobjeto. 

7.- Lectura de las laminillas. 
la lectura de las laminillas se realizó, observando al wicroscopio -

de fluorescencia y contando el número de microfocos fluorescentes en el -
área de 77nm2 de cada monoestrato teñido con CN+ conjugado, ésta área se­
rel ac i ona di rectamente a 1 vo lt:men origina 1 de 1 a vacum1 concentrada. 

La interpretación de la lectura, de las laminillas, se hizo de la si 
guiente manera: 

Confluente: Es cuando trdo o la mayor parte del monoestrato se en-­
cuentra infectado. 

Wcrofoco fluorescente: Se consideró desde una célula claramente i!l. 
fectada, hasta un grupo de 4 o más células en tanto ql!e cada área fluore~ 
cente se encontró aislada de las demás. 

El titulo del virus se expresó en unid?.des fonnad0ras de microfccos­
fluorescentes por ml. de la suspensi6n concentrada (UFM/ml.). 

8.- Análisis estadístico. 
8.1.- Cálculo de la concentración de unidades formadoras de mi 

crofocos fluorescentes por ml. en la vacuna reconstituida, sin diluir, rn.!!_ 
diante el método de titulación viral, basado en el conteo de placas (le-­
sienes) en mnnoestratcs celulares (JS). 
X= N 

K . d 
N= Número total de microfocos fluorescentes contados en las 1~ 

minillas, monoestratos emple¡i.dos para la evalu~ci6n de X. 
X= Cantidt1.d de UFM/ml. 
d= Diluciones en las que se contó. 
K= Número de monoestratos que se usaron en cada diluci6n. 
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8.2.- El valor de X obtenido a partir de la fórmula anterior se 
considera como una aproxi~ación a la concentración original tjP UFM/ml.,por 
lo que fue nPcesario calcular la desviación standar a cada títL·lo obtenido 
y estimar _asf con mayor precisión la concentración original de UFM/ml. (15) 

S(X) +_X_ 

K • d X :t S (X) 

8.3.- Se elaboré un<' curva de inactivación, calculada por el m,! 
teda de cuadrados mfnimos (1). 

Ye = a + b x 

b = XV n X Y 
x2 n x-2 

a=Y-bx 

8.4.- Error standar de estimación. 

n 2 

X = Hora de la muestra. 

Y = Titulo obtenido de la 
muestra. 
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RESULTADOS. 

Al observar la gráfica 1 correspondiente a la temperatura de 4 C y la 

gráfica. 2 que corresponde a la temperatura de 28 C., se aprecia que la pe!'. 

diente calculada por el método de minimns cuadrados es más pronunciada en­

la gráfica 2 (28 C), con respecto a la gráficé\ 1 (4 C), lo que nos indica­

que la vacuna reconstituida dl!ra menos tiempo viable a t1na temperatura de-

23 c. 
Lo anterior se confirma ya que se observé\ en la temperatur~ a 4 C la­

pendiente trazada cruzé\ el titule miniwo de protección, (representada en -

la gráfica por una linea punteada) a las 21 hrs. y 52 minutes, y a la tem­

peratura de 28 C en ca.mbio ocurre q11e la vacuna ya no es viable a las - -

11 hrs. y 28 minutes. 

En el cuadro de resultados se exponen los títulos de las muestras , -

que se obtuvieron a las diferentes horas de muestreo y en cada una de las­

temperatt•ras (4 C y 28 C), asi i como la desviación st¡¡nda.r de cada titulo. 
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CUADHO DE RESULTADOS. 

TITLILOS OBTENIDOS DE LAS MUESTRJl.S DE LA VACUNA RECONSTITl!IDJI .. 

f. 1 4 e ?R r 

Título de la vacuna- 1 
.... ---

Tí tul e de 1 a vacuna ¡ 
Hrs. reconstituida.UFM/ml. S(X} Hrs. rec0nstitl'ida.UFM/ml. S(X) 

o 10-7.24 1 ±.03 o 10-7 .24 ±.03 

6 10·6.46 ±.0?. 6 10-6. 33 ±;01 

12 10-6.25 +.03 12 10-5 .45 +.02 - -
-··· -- ............. --..... 

18 10-6.51 +.O?. le 10-5. 25 +.02 - .. 
--.--

24 J.0-5.4f. +.01 24 10-4.35 +.01 

10-5.33 +.02 J.0-4.46 +.02 
30 - 30 -

36 10-5.21 +.02 -
..... 
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GRAFICA I 

CURVA DE JNACTIVACJON DEL VIRUS Rl\BICO A TEMPERf'.TURA DE 4 C. 

TIEMPO CRTTICO 21 HRS., 52 M!NUTOS. 

UFM/.m1. 

7 

6 

b = .053 
5 

4 

1 ! 1 1 1 1 1 
(.' 6 12 18 24 30 36 hrs. 
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GRAFTCA II 

CURVA DE INACTIVACJON [lEL VIRUS Rl'.BICO A TEMPERATURA DE 28 C. 

TIEMPO CRITICO J.l HORA~, 38 MINUTOS. 
UFM/m • 

7 

6 

5 

4 
b = .094 

T 
o 6 12 18 24 30 hrs. 
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DISCUSION. 

Al obtener los títulos de las m11estras de la vacuna antirrábica des-­
pués de reconstituídé'. (cuadro de resultados) a las diferentes horas y tem­
peraturas, se procectié a graficar los rernltadC's. 

A los datos e>btenidos, se les calculó li: des.viaci6n standar a cada ti 
tulo obtenido. La colocación de les puntes graficados no di6 una recta -
perfecta, por lo que se calculó una curva de inactivaci6n mediante el wé-­
tC'do de mínimos cuadrados, y así poder determinar con exactiturl la hort1. en 

que 1a vacuna ya no es viab1e, es decir, cuando htibo rebilsado el título ml 
nimn de rrotectién. 

Se calculó el error stanctar de estimación para dar un límite de con-­
fianza de 95 %, a los títulos de la vacuna. 

Por otra parte se estudió las muestras de vacunC1. recon$tituída hasta-
36 hrs. desrues en la temperatura de 4 e , ya que se consideró que les da.­
tos oMenidos por debajo del título mínimo de protección hest¡¡ esa hora -­
eran suficientes. 

En el caso de la temperatura de 28 C,, se estL·di6 hc-sta las 30 horas -
debido a que los titules que se estaban obteniendo, ya eran por debajo -­
del titulo mínimo de protección, por lo que se consideró innecesario se--­
guir titulando las muestras. 

Para la consideración de las observaciones obtenidas, hay que tomar -
en cuenta que 1 o que se hace en el laboratorio no indica que pasará en e 1-
campo con la vacuna, ya que el manejo que se le dá es diferente y por le -
tantc intervienen otri!s variables, entre otras, la irradiación solar. 

Por otra p11.rte la curva de iné\ctivacién de la vacl!na rece>nstituída a­
cada una de 1 as temperatt•ras, ti ene un comportamiento esperadC'I, yi!. que ti! 
ne un estabilizador y un diluyente con pH controlado. las curvas de in~c­

tivación son similares a las obtenidas por Melgarejo (1981). 
Pero 110 se puede inferir de los resl!ltados obtenidos a partir de este 

lote de vacuna con diferente título,. pues los tiempos críticos varían con­
el tftulo inicial de la vacuna. 
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CONCLUSIONES. 

Cuei.ndo unt1 vacuna antirrábica Cepa V-·319/Acatlán, con tftlllo 10·7 ·24 

UFM/m1., y de5pués de reconsti tuída, es mantenida a 4 C, tiene una viabi-
1 idad de 21 horas, 52 minutos. 

Cuando una vacuna antirrábica Cepa V-319/Acatlán, con tftulc 10· 7:24 

Uf-M/ml., y después de rec0nst.itt•ída, es mantrnida a 28 C, tiene una viabi 
l i dt1.d de 11 hor~ s, 38 minutos. 

'.-1 .. 
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