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DURACION DE LA VIABILIDAD DE LA VACUNA ANTIRPABICA CEPA V-319/ACATLAN,--
DESPUES DE RECOMSTITUIDA, DETERMINADA MEDIANTE LA PRUEBA DE MICROFOCOS--
FLUORESCENTES.

JULIAN ARMADA RUIZ

Aseser: M.V.Z, Msc. Ph.d. Eliseo Herndndez Baumgarten.

RESUMEMN

Se reconstituy6 1a vacuna antirrdbica Cepa V-319/Acatidn del lote---
82-2 elzborada en el Departamento de Investigacin en Produccién de Bic-
16aicos (1.N.I.P. - 5.A.R.H.) para determinar el tiempo que dura viabie-
la vacuna después de reconstituida a temperaturas de 4 C y 28 C .,

Se tomaron muestras de .5 ml. cada € horas de la vacuna reconstitui
da, con cada muestra se infectaron cultivos celulares contenidos en tu--

-bos de leighten. ,

Se tituld el virus residual en-la vacuna reconstituida mediante la-
prueba de ‘microfocos fluorescentes.

Los titulos obtenidos se graficaron y se trazé una curva de inacti-
vacién, para saber el tiempo en que cruzaba la l1inea del titulo minimo--
de proteccidn. '

Los resultados de éste trabajo indican que la vacuna antirrdbica- -
Cepa V-319/Acatldn, después de reconstituida y mentenida a 4 C, tiene- -
una viabilidad de 21 horas 52 minutes, y a 28 C tiene una viabilidad de~
11 horas 38 minutos.



INTPODUCCION:

La rabia paresiahte bovina o derriengue es una de las enfermedades -
que causa problemas a la ganaderia de México, ya que ésta, causa la muer-
te de gran cantidad de animales (3,4,6,7,11,12), debidc a cue la rabis pa
resiante bovina se presenta en fcrma enzootica en México y paises de Cen-
tro y Sudamérica (4).

Se presente la rabja paresiante en México ya que ésta es transmitida
por los murciélacos hematéfagos o vampiros (4,7,11). Los vampiros de ma~
yor importancia en México son: Desmodus rotundus y Desmodus r. murinus, -

Tos cuales son reservorios del virus, ya que no muestran signos de 1a en-
fermedad y excretan virus rdbico en la saliva, por periddos hasta de cin-
ce meses. y ademds el Cnico alimentc que toman Tos vampiros, es la sangre
(9). Per 1c que, el vampiro al morder al animal, le transmite la enferme
dad (4.7,11). ’

E1 agente eticlégico de la rabia paresiante bovina es un virus, que-
pertenece al género Lissavirus, familia Rhabdoviridae. tiene forma de ba-
la y mide aproximadamente 60-8C nandmetros (nm) de ancho por 170-180 nang
metros (nm} de larao, y su dcido nucleico estd constituido por ARN (4.7).

Se han empleado dos métodos de control del problema del derriencue:-

1.- Control del murciélaco hematéfage (Desmedus rotundus) (9).

2.~ Vacunacién antirrdbica bovina (2,5.12).

Ninguno de estos métodos resclverd por si solc el problema, y se re-
quiere de su aplicaci6n conjunta. Por 1o que se refiere a la vacunacifn-

antirrdbica, se requieren vacunas cue inmunicen adecuadamente al ganado,-
en otras palabres, que aeneren una respuesta inmunoldgica duradera y espe
cifica (11).

En la actualidad las vacunas elaboradas en cultives celulares contie
nen antigenos depurados y generan una inmunidad adecuada (12), las vacu--
nas elaberadas en cultivos celulares que se han aplicado al garado en Mé-
xico, han demostrado ser eficaces a nivel de campo, cenfiriende una ade--
cuada irmunidad por periddos largos {2,5.11). En el casc de las vacunas-
antirrdbicas. elaboradas con virus activo, protegen en base al estimulo -
antigénico que producen, y esto a su vez estd condicionado por la multi--
plicacidn local del virus en el animal (4).

Intervienen diverses factores que pueden hacer oue una vacuna no pro
teja, como son. entre otros: Mal ranejo de la vacuna antes y después de -



3

aue 1leguen al ganadero, o bien que las vacunas no 1lenen los requerimien-
tes minimos antes de salir del Taboratorio productor (6).

En cuanto al maneio de 1a vacuna antirribica, durante la vacunacidn -
masiva de animales, la vacuna es reconstituida y mantenida en hielo o al -
medio ambiente, pudiendo pasar varias horas entre una vacunacidn y otra --
por carecer de instalaciones adecuadas para el manejo del ganado. Este es
causa de desperdicio de vacuna, ya que se recomienda a priori, que lz vacu
na no utilizada se deseche después de una hora de reconstituida. Ante es-
ta situacidn se decidié determinar la duracién de la viabilidad de 12 vacu
na antirrdbica Cepa V-319/Acatidn, una vez reconstituida, tanto a 4 £ como
a 28 C durante un lapso de 36 horas. Un estudio previo sobre la viabili--
dad de 1z vacuna reconstituida se he efectvade ya (17), utilizando ratenes
Jactantes para titular el virus residual a diversos tiempos. Ahora con la
técnica de cultivos celulares podemos aislar, multiplicar y titular a los-
virus (2C). Una prueba para la titulacién y viabilidad del virus de la ra
bia es 1a prueba de microfocos fluorescentes. la cual es una técnica in vi
tro para lz titulacidn y seroneutralizacién del virus de 12 rabia (10).

La prueba de microfccos fluorescentes se basa en que las células in--
fectadas con virus rabico acumulan material que se tifie con anticuerpos --
fluorescentes. y que a mayor adaptacién del virus al cultivo celular, le -
cantidad de células infectadas serd mayor (12). Dependiendo de la veplica
cién del virus rébico y Ta 1fnea celular empleads el antigeno puede ser de
tectado dentro de las células mediante la técnica de anticuerpos fluores--
centes directa, a varios tiempos después de- 1a infeccién (15}, esta carac-
teristica del virus de la rabia ha sido empleada con éxito para la titula-
cidn de anticuerpos, asi como para pruebas de la viabilidad del virus de -
la rabia adaptada a cultivos celulares (13), por 1o tanto, el uso de la --
prueba de microfocos fluorescentes, como el de tedas las pruebes in vitro-
estd restringido, en el caso del virus de la rabta, a cepas adaptadas a --
cultivos celulares (10), y por esta razén, es aue en e} presente trabajo -
se empled la vacuna antirrdbica Cepa V-319/Acatldn, la cual se adapté y --
elabora en cultivos celulares (5).

En este trabajo se determing la duracién de la viabilidad de la vacu-
na antivrdbica Cepa V-319/Acatlin. después de reconstituida, utilizando la
técnica de microfccos fluorescentes, como un complemento al trabajo de Mel
garejo (17), que se menciond antes, a fir de cbtener un punto de vista com
plementario sobre este importante aspecto del empleo de la vacuna antirrd-



antirrdbica Cepa V-319/Acatlén.



. OBJETIVO.

Determinar la duracién de la viab*lidad de la vacuna antirrdbica Cepa
V-319/Acatidn, después de reconstituida a temperatura de 4 C y 28 C, titu-
lando 1a vacuna mediante 1a prueba de microfocos fluorescentes.



MATERIAL.
Material bioldgico.

1.- Linea celular 135 clona 7.- Esta linea celular es una clona -
de la 1inea BHK-21, obtenida de rifidn de hamster lactante y adouirida por
el I.N.I.P., del Instituto Wistar de Filadelifia E.U.A.

2.- Vacuna antirrdbica Cepa V-319/Acatldn, frascos de 5 dosis. Es-
te vacuna fue elzborada en el laboratcric de Investigacién en Produccidn-
de Bioldgicos del I.N.I.P., y pertenecientes al lote 82-2, con un titulc-
oficial de 1077 DLRAL 50%.

3.- Suero de ternera.- El suero se obtuvo de sangre proveniente de
rastro. El suero se separé del cedaulc, fre centrifugado dos veces a - -
3000 PPM, durante veinte minutos en cada centrifugacidn, y se esterilizo-
por filtracién con filtros Millipore con presidn positiva, fue envasado -
en voldmenes de 400 mi. y congelado a una temperatura de -20 C, Al des--
congelarse fue inactivadoe en bafic maria a 56 C durarte 30 minutos y se --
conservd en refrigeraciGn a 4 C.

4.- Conjugado Antirrdbico (anticuerpos fluorescentes).

BBl Cockeysville, Maryland.
2103¢ U.S.A.
Div. Becten, Dickinson & CO. .

De este cenjugado se utilizé un frasco dmpula liofilizado el cual se
reconstituyé con 5 ml. de agua deionizada estéril (dilucién concentrada)-
poniéndose en viales de .5 ml. y con cada .5 ml. se hizo una dilucion - -
1:20.

5.- CVS.- Virus rdbico al 20 %, obtenido de cerebro de ratdn de 21
dfas de edad. Proporcionado por el Departamente de Epizooticlogia perte-
neciente 3l I.N.I.P,

6.- CN.- Cerebro normal de ratén de 21 dfes de edad en suspensidn-
al 20%, proporcionado por el Departamento de Epizootiologfa perteneciente
al I.N.I.P.

MATEPIAL QUIMICO.

1.- Medio BHK-21 (Gibco), en solucién.
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Medio BHK-21 (Gibco), en polvo 12.57 g.
NaHCO; (Bicarbonato de sedio) 2.75 ¢.
Agua dejonizada. 1000 m1.

Se disolvié por separado el NaHCC3 en 100 ml. de agua deionizada, y-
por separade se disolvig el BHK-21 en los 900 ml. restantes, ya disuelto-
se le agregaron los 100 ml. en donde estd disuelto el NeHCC4.  Se 3justd-
el pH 6.9 -7.1 con HCL 1 N.

Se esterilizé con filtro Millipore con una membrana de 0.22 micras .-
y se envasé en volimenes de 500 ml.

2.- Caldo de triptosa fosfatada (TPB) (Broth).

Caldo de triptesa fosfatada (en polvo). 29.5 g.
Agua deionizada. 1000 m1,

Se envasé en volUmenes de 500 ml. y se esterilizén en autcclave a 15
libras de presion durante 15 minutes.

3.- Diluyente de la vacuna.

NaH,PO (fosfate de sodio menobdsico) 1.54 g.
NaghPQs (fosfatc de sodio dibdsico) 12.60 g.
Rojo fenol a2l 1 ¢ 1.50 ml.
Agua deienizada 1000 mi.
4.- Antibidticos.
Penicilina G. potdsica. 20 000 00C U.I.
Estreptomicina base 20 g.
Agua deicnizada : 1000 m1,

Se agité durante 30 minutcs, después se filtré por sistema Millipore
se envasg en frascos de 5 ml. y se almacend a -20 C.
5.- Solucidn fosfatada (PBS) sin Ca y Ma pH7.2.

Fosfato petdsico menobdsico 2.55 g.
Fosfato sddico dibdsico 7.98 g.
Cloruro de sodio 4.25 ¢,
Agua deionizada 1000 m1.

Se envasd en volimenes de 500 ml. y se esterilizé en auteclave a 15-
1ibras de presidn durante 15 minutos.
6.- Tripsina 1:250 (Difco) 21 0.25 ¥
Tripsina .25 q.
PRS (sin Ca y Mg) 100 ml.
- Se disolvi6 con un agitador magnético durante dos horas a 4 C.
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Se esterilizé con filtro Millipore con membrana de 0.22 micras y se
envasé en volumenes de 5 ml., se almacend a -20 C.
7.- DEAE dextran (Phermacia, Fine Chemicals AR Upsala, Suecia) ,con
un peso molecular de ?x106.
DEAE dextran 5.
PES (libre de Ca y Mg) 10C ml.
Se a2gité durante 6 horas a temperatura ambiente, se esterilizé con-
filtros Hillipore con presidn positiva. se envasé en voldmenes de 20 ml.
* guarddndose a -20 C.
8.- Acetona (Merck)
9.- Etfer etilico (Merck)
10.- .Medio de crecimientc.

Medic de BHK-21 (en solucidn) 80%
Caldo triptosa fcsfatado (en solucidn) 10%
Suero de ternera inactivado 10%

Antibidticos 1 m1./100 m1. de medie,
11.- Medio de mantenimiento.

Medio BHK-21 (en solucién) 97%

Suero de ternera inactivado : 2%

Artibidticos 1 ml1./100 m1. de medio 1%
12.- Medio de infeccicn.

Medio BHK-21 (en solucién) 96.5%

Suero de ternera inactivado 2.0%

DEAE-Dextran .5% o 1.5%

13.- Elvanol (polivinil alcohol) grado 5)-05 (Dupont) se aqregd 20 -
@. de Elvancl lentamente en 80 ml. de PBS (sin Ca y Mg) y se agité duran-
te 16 horas con un agitador magnético, después se le afiadic 40 ml. de gli
cerol y se agitd otra vez por 16 horas. Se centrifug a 1200 RPM durante
20 minutos para separar el Elvanol no disueltc, se envasé en frasces de -
5ml. y se guardaron a 4 C.  E1 Elvanol es de una consistencia oleosa y -
al tacto es un liquido pegaioso.

MATERIAL FISICO.
Campana de flujo laminar,
Estufa con flujo continuo de aire con 5% de €0, .
Cémara fria a 4 C .




Estufa a 28 C .

Microscopio invertido.

Micrascopio de fluorescencia.

Centrifuga refrigerada.

Congelador a -70 C.

Congelador a ~20 C.

Agitador vortex.

Balanza eléctrica.

Tubo ae Leighton de 16 x 150 rm. <on tapdn de rosca.
Cdmara cuentaglébulos de Neubauer modificada.
Cubreobjetos de 7 x 35 rm.

Ldpiz con punta de diamante.

Gradilla para tubos de Leighton.

Cristaleria misceldnea.

METOROS.

1.- Exposicién de 1a vacuna antirrdbica Cepa V-319/Acatldn. a 2 tem
peraturas {4 C y 28 C),

Se tomaron 4 frascos de vacuna antirrdbica Cepa V-319/Acatlan, del -
lote 82-2, elaborada en el Departamento de Investigacidn en Produccidn de
Biologicos, perteneciente al I.M.I.P., esta vacuna fue dada de alta cen -
un titvlo oficial de 1077 DLPL 50% .

Cada vacuna fue reconstituida con 10 ml. de diluyente, se hizo des--
pués una mezcla homogénea de 40 mil. de vacuna reconstituida, a partir de-
esta mezcla, se tomaron 20 mi. y se pusieron en un frasco, el cual se pu-
so en un cuartc refrigerado 3 4 C. y lcs otros 20 m1. en otro frasco. que
se puse en una estufa a 28 C.

Se tomaro alicuotas de 0.5 ml. de cada frasco,'cada 6 horas durante-
36 horas. La hora de reconstitucién fue tomada como hora 0 y lcs tiempos
en que se tomaron las alfcuotas fueron: 0,6,12,18,24,30,36 horas después-
de hzber reconstituide la vacuna. .

Las muestras se colocaron en frascos, identificados con Ta hora y --
temperatura a la que pertenecian, estas muestras se ouardaron a -7C C, pa
ra postericrmente infectar los monoestratos.

2.- Titulacibn del conjugado antirrdabico.

Para el desarvollo de la prueba de microfocos fluorescentes, se em--
pled conjugade antirrdbice, por 16 que, el objetivo de titular el conju-
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gado fue el de heller la dilucidn adecuada. en la que hubiera menes tin--
cion inespecifica, tentc con cerebro normal de ratdn, como con CVS.

Se evalué el conjugado en diluciones: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, mez
clardo por separado el conjugado antirrdbico, con suspensién de cerebro -
normal de ratdn al 20% y CVS, con estas diluciones del conjugade se tifie-
ron monoestratecs de células 13Scl1-7, infectadas con virus rdbico. la tin-
cidn se efectud mediante Ta técnica directa de anticuerpos fluorescentes.

Se observaron al microscopio de fluorescencia y se encontrd que la -
mejor tincidn esteba entre las diluciones 1:16 y 1:32, por 1o aue se optd
por usar una dilucidn intermedia que fve de 1:25, tanto por CVS, come con
cerebro de ratdn normal.

3.- Sembrado de las células 135c}-7, fue a partir de un moncestrato
confluente. contenido en una botella de Blake chica, de la ague se despren
dieron y separaron las células mediante Ya tripsinizacién, utilizando - -
tripsina al 0.25% (Difco), ya desprendidas las células se determing iz --
cantidad en la suspensifn, para lo cual se siguié la técnica de conteo ce
lular, en 1a cémara de cuentaglébulos de Neubauer modificada (18).

Se resuspendieron las células en medio de crecimientc, ajustando la-
concentracidn celular a 100,000 células/mi,

De Ta suspensifn de células en medio de crecimiento se sembré 1.5 --
ml. en cada tubo de'Leighton, que contenian cubreobjetos de 7 x 35 nm. es
tériles,

Los tubos se pusieron en una estufa a 37 C con 95% de aire y 5% de -
C02 se revisaron diariamente y a las 72 horas se procedid a infectar lcs
menoestrateos con 80% de confluencia.

4.- Se tomb del congelador de -70 € una muestra de 0.5 ml. de vacu-
na reconstitvida, por cada temperatura (4 C y 28 C! de una hora determina
da y se elasboraron diluciones décuples en medic de infeccidn, desde 10'1—
hasta 10-8 , después se desechd el medio de crecimientc de Tos tubas de -
Leighton y se lavaron 2 veces con solucién salina fesfatada (PBS) los mo-
noestrates se infectaron 3 monoestratos por cads dilucién correspondien-
te, por 1o tante, se infectaron 24 monoestratos de células 13Scl-7 con-
8 diluciones de 1s vacuna reconstituida expuestz a 4 C y 24 monoestratos
con 8 diluciones de le vacuna reconstituida expuesta a 28 C. Los tubos-
de Leighten se metieron a una estufa durante una hora a 36 C, a fin de --
permitir la adsorcién del virus a las células después se desechG el medio
de infeccidn, el cval contenfa el virus residuval no adsorbido. Se lavé 2
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veces 1os monoestrates con solucién salina fosfatads (PBS) y se puso 1.5-
ml. de medio de mantenimiento en los tubos de Leighten que contenfan los-
monoestratos infectados, manteniéndose en una estufa a 32 C durante 30 ho
ras.

5.- Fijacion con acetonra de los monoestratos infectados.

A 1as 30 horas de incubacién se sacaron las laminillas de los tubos-
de Leighton, ya que a este tiempo los cuerpos de inclusién primarios al--
canzan su maximo desarrollc y 1cs fecos secundarios aln no se empiezan a-
manifestar (13},

Las lamiriilas se irsertaron en una hendidura hecha a aplicadores de
madera, colocados asf, se lavaron los moncestratos infectados con 2 lava-
dos con solucion salina fosfatada (PBS) y después una vez con agua desti-
lada, se dejaron secar al aire, se metieron en acetona durante media hora
a -20 C (8)(20}, para Jograr una buera fijacién de los monoestratos infec
tados, después se sacaron las laminillas y se dejaron secar al aire.

Se corté cada cubreobietc con un 1dpiz con punta de diamante en 3 --
partes, de 11 x 7 nm. c/u, de 1as que se usaron 2 para montarse en el por
tachjetos y la parte restante se guardd. .

Una vez cortades los cubreobietes se pegaron , 2 cubrecbjetos con ce
mento para pldstico, especial para modelismo (lodela), quedande las célu-
las jijadas hocia arriba. La identificacidn y disposicién de los monoes-
trates en el portaobjetos, se ilustra en la figura 1.
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IDENTIFICACICN Y DISPOSICICN EM EL PORTAORJETOS DE LOS MONOESTPATCS INFEC
TADOS.

Hora del muestreo después de reconstituida
la vacuna.

Temperatura a 1a que fue expuesta la vacuna. —_—

Nimero de dilucidn.
1 4 0
) T 1
—J L
-

Figura 1

L
|

]
L |

~ Laminillas tefiidas con CN + conjugado. —

Laminillas tefiidas con CVS + conjugado. _____________J
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6.- Tincién de los monoestratos infectados.

A cada monoestrate se les puse una gota de conjugade antivribico, ya
sea con CVS o con CN, en la disposicién en 1 que se mostré en la figura-
1, se metieron los portaobjetos en una cdmara himeda en una estufa a 37 C
durante 20 minutos. después se enjuagaron con solucidn salina fosfatada -
para quitar el excesc de conjugado. y se metieron en un secundo Tavado en
solucidn salina fosfatada (PBS) durante 10 minutos, y al término de éstos
se lavaron 1as laminillas con agua destilada, y se dejaron secar al medio
ambiente. Se les puso una gota de Elvanol sobre los monoestratos tefiides
y sobre éstes un cubreobjeto.

7.- lLectura de las Taminillas.

La lectura de las laminillas se realizd, observando al microscopio -
de fluorescencia y contando el nimero de microfocos fluorescentes en el -
grea de 77nm® de cada monoestrato tefiido con CN+ conjugado, ésta drea se-
relaciona directamente al volumen original de la vacuna concentrada.

La interpretacifn de Ta lectura, de las laminillas, se hizo de la si
guiente manera: : .

Confluente: Es cuando tcdo o la mayor parte de) morcestrato se en--
cuentra infectado.

Microfoco fluorescente: Se considerd desde una célula claramente in
fectada, hasta un grupo de 4 o mds células en tanto que cada drea fluores
cente se encontré aislada de las demds.

E1 titulo del virus se expresé en unidades formaderas de microfecos-
fluorescentes por mi. de la suspensién concentrada (UFM/ml.).

8.- Andlicis estadistico. .

8.1.,- Cd&lculo de la concentracidn de unidades formadoras de mi
crofocos fluorescentes por m). en la vacuna reconstitufda. sin diluir, me
diante el método de titulacidn viral, basado en el conteo de placas (le--
siones) en monoestrates celulares (15).

N= Nimero total de microfocos fluorescentes contades en las la
minillas. monoestratos empleados para la evaluacidn de X.

X= Cantidad de UFM/ml.

d= Diluciones en las que se contd.
Nimero de moncestratos que se usaron en cada dilucién,

=
]
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8.2.- El valor de X obtenido a partir de la férmula anterior se
considera como una aproximacidn a la concentracidn original de UFM/ml.,por
To que fue necesario calcular la desviacién standar a cada titulo obtenido
y estimar asi con mayor precicién la concentracidn original de UFM/ml. (15)

K.d = x¥s(x)

8.3.- Se elaboré una curva de inactivacion. calculada por el mé
tedo de cuadrados minimos (1).

Ye=a+bx

X = Hora de la muestra.
b= XY - nX¥
X2 - nx?
Y = Titulo obtenido de 1a - -
- muestra.
a=Y-bx

8.4.- Error standar de estimacion.

. g2
= Y,%) X 1.96
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RESULTADOS .

Al observar la grdfica 1 correspondiente a la temperatura de 4 Cy la-
grdfica 2 gue corresponde a la temperatura de 28 C. se aprecia que la pen
diente calculada por el método de minimes cuadrados es mds pronunciads en-
la gréfica 2 (28 C), con respecto a la grdfica 1 (4 C), lo que nos indica-
que l1a vacuna reconstituida dura menos tiempo viable a una temperatura de-
28 C.

Lo anterior se confirma ya que se observa en la temperatura a & € la-
pendiente trazada cruza el titulc minimo de proteccidn. {represertada er -
la grafica por una 1inea punteada) a las 21 hrs. y 52 minutes, y a la tem-
peratura de 28 C en cambio ocurre que la vacuna ya no es visble a las - -
11 hrs. y 28 minutes.

En e cuadro de resultados se exponen los titulos de Tas muestras , -
que se obtuvieron a las diferentes horas de muestreo y en cada una de las-
temperaturas (4 Cy 28 C), asii como la desviacidn standar de cada titulo.
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CUADRO DE- RESULTADCS.

TITULOS OBTENIDOS DE LAS MUESTRAS DE LA VACUNA RECONSTITUIDA.

.
4 S 28 C

" Titulo de la vacuna S(x) " Titulc de la vacuna S(X)

3 .

r reconstituida.UFM/ml. ! s reconstitrida.UFM/ml. (

0 10772 £03 | 10-7 -2 £.03

6 107646 £.02 | ¢ 10-6 .33 .01

12 10—6.25 +.03 12 10-5.45 +.02

18 10-6.51 +.02 18 10-5.25 +.02

21 10-5.46 +.01 28 10-4.35 +.01
-E -4, +.

10 10 5.33 +.02 30 10 4.46 +.02

% 10-5.21 +.02
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GRAFICA 1

CURVA DE TNACTIVACION DEL VIRUS RABICO A TEMPERATURA DE 4 C. :
TIEMPO CRITICO 21 HRS., 52 MINUTOS.

UFM/m1.

NN\
NN

¢ 6 12 18 24 3c 36 hrs,
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GRAFTCA 1I

CURVA DE INACTIVACION DEL VIRUS RABICO A TEMPERATUPA DE 28 C.

_TIEMPQ CRITICO 11 HORAS, 38 MINUTOS.
UFM/m1,

b= .09%

0 6 12 18 24 36 hrs.
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DISCUSION.

Al cbtener los titulos de las muestras de Ja vacuna antirrdbica des--
pués de reconstituida (cuadro de resultados) a las diferentes horas y tem-
peraturas, se procedié a graficar los resultades.

A Tos datos cbtenidos, se les calculd e desviaci6n standar a cada ti
tulo obterido. La colocacidn de Tcs puntcs graficados no did una recta -
perfecta, por lo que se calculd una curva de inactivacién mediante el mwé--
tedo de minimos cuadrados, y asT poder determinar con exactitud 1a hora en
que Ja vacuna ya no es viable, es decir, cuando hubo rebasado el titulo mi
nime de proteccién.

Se calculé el error standar de estimacidn para dar un limite de con--
fianza de 95 %, a los titulos de la vacuna.

Por otra parte se estudié las muestras de vacuna reconstituida hasta-
36 hrs. despues en la temperatura de 4 C , ya que se considerd que lcs da-
tes obtenidos por debajo del titulo minime de proteccién heste esa hora --
eran suficientes.

En'el caso de la temperatura de 28 C, se estudié hesta las 30 horas -
debido a que los titulcs que se estaban obteniendo, ya eran por debaje --
del tftulo minimo de proteccicn, por lo que se consider§ innecesario se---
guir titulande las muestras.

Para la consideracidn de las observaciones cbtenidas. hay que tomar -
en cuenta cue Jo que se hace en el laberatorio no indica que pasard en el-
cafpo con la vacuna, ya que el manejo que se le dd es diferente y por lc -
tantc intervienen otras variables, entre otrag, la irradiacion solar.

Por otra parte la curva de inactivacién de la vacuna recenstituida a-
cada una de las temperaturas, tiene un comportamiento esperade, ya que tie
ne un estabilizador y un diluyente con pH controlado. Las curvas de inac-
tivacidn son similares a las obtenidas por Melgarejo {1981).

Pero no se puede inferir de los resultados obtenidos a partir de este
lote de vacuna con diferente titulo. pues lcs tiempos criticos varfan con-
el titulo inicial de la vacuna.
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CONCLUSIONES.

Cuando una vacuna antirrdbica Cepa V-319/Acatldn, con titulo 10-7'24
UFM/ml,, y después de reconstituida, es mantenids a 4 C, tiene una viabi-
lidad de 21 horas, 52 minutos.

Cuando una vacuna antirrdbica Cepa V-319/Acatlidn, con titule 10'7f24
UFM/ml., y después de reconstituida, es mantenida a 28 C, tiene una viabi
Vidad de 11 horas, 3B minutos.
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