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Abstract

The objective of the following study was to determine the adequate doses of gamma radiation to inactivate avery
common rabies vaccine used in Mexico (V-319 Acatlan strain), without damaging its antigenic capabilities and
determining its stability and shelf life. The vaccine titre before irradiation was 10 7.3 LD 50% x ml in suckling mice. The
vaccine was irradiated with four different levels of gamma radiation (Co-60) to inactivate the virus. Immunogenicity was
tested with the US National Hygiene Institute (NIH) test, and compl ete inactivation was controlled inoculating the vaccine
intracerebrally in 3 day suckling mice. The vaccine was tested with FAS 16 adjuvant and without it. With 3.5 Kgy, the
relative potency was 4.189 U.l., and 8 out of 16 suckling mice died. With 5.8 Kgy it was 4.093 U.l., and two mice out of
the 16 inoculated died; with 8.4 Kgy it was 3.141 U.l., and neither of the 16 inoculated mice died. With 9.3 Kgy it was
0.952 U.I., and the mice did not die but the titre was not sufficient according to the Mexican Federal Regulations. The
vaccine without the adjuvant provided very low immunogenicity. Antigenic stability variation did not affect the level of
inmunogenicity. The titre was always according to the WHO and the Mexican requirements, except with the dose of 9.3
Kgy of gamma radiation (Co-60). Total inactivation of the vaccine was achieved with 8.4 Kgy of radiation dose, and it
provided a good level of protection (3.141 U.1.). Shelf life of this inactivated vaccine maintains a protection level above
the required by the Mexican regulation (1.0 U.l.) even at 720 days of storage at 4°C.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue encontrar la dosis adecuada de radiacion gamma (Co-60) para inactivar una vacuna
veterinaria antirrdbica de uso comin en México, sin dafar su capacidad antigénica. Ademas se determind la participacion
de un adyuvante hecho a partir de saponinas, asi como su estabilidad y caducidad. Para ello, se irradié un lote de vacuna
antirrébica con un titulo de 10 7.3 DL 50% en ratdn lactante que se expuso a diferentes dosis de radiacion: 3.5 ; 5.8; 8.4y
9.3 Kilograys (Kgy). Se realizo la prueba de inocuidad a cada sublote irradiado. La proteccion inferida se determiné
mediante la prueba del Instituto Nacional de Higiene, de los Estados Unidos de América (NIH). La mejor dosis fue de 8.4
Kgy donde la proteccion fue de 3.141 Ul, y en la prueba de inocuidad no se presenté mortalidad en ratones lactantes. La
respuesta fue estadisticamente mejor (P<0.05) cuando se adiciond adyuvante. La estabilidad entre sublotes tuvo una
variacion minima en los titulos obtenidos por la prueba de NIH. Por lo que concierne a la caducidad, el bioldgico indujo
una buena inmunidad (x 1.20 U.I) hasta los 720 dias. Se concluye que la radiacion gamma es una buena alternativa para
inactivar vacunas antirrabicas, ya que a 8.4 Kgy conservan todas sus propiedades en cuanto a potencia, inocuidad,

estabilidad y caducidad de un buen inmundégeno.
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Introduccidén

La vacunacion masiva contra la rabia en diferentes
especies es todavia altamente recomendada por la
Organizacion Mundial de la Salud, como una de las
contribuciones méas importantes respecto del control de
este padecimiento. 12

Las presentaciones comerciales de vacunas antirrébicas
son de virus vivo modificado y de virus inactivado °.
Estas Ultimas ofrecen un manegjo mas facil y mayor
seguridad en el ambito rural, por ser mas estables a
variaciones de temperaturay a la exposicion solar 4. Cabe
mencionar que las vacunas de tipo inactivado no
requieren de el proceso de liofilizacién, lo que facilita su
produccion. °.

Dichos biolégicos inactivados poseen una buena
capacidad antigénica si €l titulo viral o la masa antigénica
es la adecuada, usando un adyuvante que sea inocuo y
favorezca en buena forma el contacto antigeno-
anticuerpo. Una premisa importante en el producto
inactivante es que no debe destruir la conformacién
antigénica viral, ya que facilmente se puede llegar a la
destruccion viral debido a sobreexposicion, o dejar virus
activo dentro del biolégico por una exposicion
insuficiente, pudiendo tener algunas consecuencias con
virus no suficientemente fijos*® implicando la
probabilidad de su difusién.

Se han utilizado varios agentes inactivantes para los
biolégicos de origen viral, desde solucion salina
fisiologica fenolizada, la aal actualmente no se utiliza
debido a que aunque se emplee a la dosis adecuada,
produce cierta destruccién viral. También se ha utilizado
la b -propiolactona como agente inactivante, a ésta se le
han encontrado algunos inconvenientes,” como el que
puede provocar oncogénesis por hidrélisis deficiente o
mala dosificacién, requiere rigurosa congelacion para su
almacenamiento, su titulacién es Bboriosa, y se debe
hacer cada vez que se descongele el producto inactivante.
Recientemente se ha usado la radiacién gamma (Co-60)
para la esterilizacién de diferentes productos farma-
celticos, cosméticos, y sueros entre otros; asimismo, para
inactivar diferentes bioldgicos tanto bacterianos como
virales, sin que hasta la fecha se hayan notificado efectos
indeseabl es, siendo un proceso rapido 8 % 10111213

Con el marco anterior, el objetivo de este trabgjo fue
encontrar la dosis adecuada de radiacion gamma (Co-60)
para inactivar una vacuna veterinaria antirrébica (V/319
Acatlan) de uso comin en México, sin dafar su
capacidad antigénica. Ademéds se determind la
participacion de un adyuvante de indole comercial (FAS
16), asi como la estabilidad y caducidad del bioldgico en
estudio.

Irradiador Gamma Cell-500 con fuente de Co-60 de 30 Kci de
actividad inicial y capacidad de 801.
Fort Dodge, Sevilla 821, Colonia Portales, 03300, México, D.F.
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Material y Métodos

Elaboracion del biologico e irradiacién

Se elaboro un lote de vacuna antirrébica (V/319 Acatlan)
de uso comuin en biol6gicos veterinarios en México,** se
obtuvo un titulo de 10" DL 50% en ratén lactante. Este
producto se subdividié en sublotes que fueron expuestos
a diferentes dosisde radiacién gamma: 3.5, 5.8, 8.4,y 9.3
Kgy. Cabe mencionar que el irradiador, después de
suspender la produccion de energia la sigue liberando por
agunos momentos, por lo que en este proceso hay
siempre una peguefia fluctuacion en la dosis; en este caso
se tomo el rango mayor de cada dosis evaluada.

Prueba de inocuidad

A cada sublote se le realiz6 la prueba de inocuidad, se
inocularon 16 ratones lactantes con 0.02 ml de vacuna
por via intracerebral, éstos fueron observados durante un
periodo de 21 dias.’® Esta prueba dio la pauta para
determinar la mejor dosis de radiacion gamma,
eligiéndose la que no produjese la muerte a los animales
inoculados, asi como la que presenté una potencia
relativaigual o mayor a1.0 U.l.”

Prueba de potencia

La proteccion inferida se determind usando la prueba del
Instituto Nacional de Higiene (NIH) de Estados Unidos
de América’  Se prob6 la utilidad del adyuvante
comercial FAS-16, usandose segun lo recomienda el
laboratorio productor ; para determinar su utilidad se
realizé la prueba "t" de Student con una confianza del
9%5%.1°

Estabilidad

La estabilidad o grado de variacién de esta vacuna se
evallo en siete sublotes de la vacuna inactivada que
presentd la dosis adecuada para este inmundgeno. Su
potencia se cuantifico empleando la prueba de NIH*®
en un tiempo no mayor a los 30 dias, con mantenimiento
a 4°C. Los resultados obtenidos en este experimento se
sometieron a una prueba de Ji-cuadrada® para determinar
su grado de variabilidad.

Caducidad

Se establecié por la prueba de NIH a los dias 0, 15, 30,
60, 90, 180, 360, 390, 450 y 720 dias. Durante este
periodo la vacuna irradiada se mantuvo en refrigeracion
(4-8°C).t’

Resultados

En el Cuadro 1 pueden observarse los resultados



obtenidos con las cuatro diferentes dosis de radiacion
gamma empleadas. Asimismo, puede notarse que cuando
alavacuna se le adicioné el adyuvante FAS-16 hubo una
diferencia estadisticamente significativa (P<0.05), con
respecto al bidlogico sin dicho adyuvante. En cuanto ala
prueba de inocuidad, las dosis de 3.5 y 5.8 Kgy no fueron
eficientes para la inactivacion, pues algunos animales
murieron con signos de la enfermedad, en cambio a8.4 y
9.3 Kgy todos los ratones sobrevivieron; sin embargo, a
8.4 Kgy se considerd la dosis adecuada, puesto que
ademas de tener buena inocuidad presenté 3.141 Ul de
proteccion.

En la Figura 1 se aprecian los resultados en Ul de la
estabilidad de los siete sublotes que se evaluaron.
Mediante la prueba estadistica se encontrd que no existio
diferencia significativa entre sublotes (P<0.05). La Figura
2 muestra las Ul que se obtuvieron en las diferentes
fechas en que la caducidad fue evaluada; a los 720 dias €l
biolégico conserva todavia una proteccion adecuada (1.2
ul).

Discusion

Se obtuvo que la mejor dosis para inactivar €l bioldgico
contra rabia conservando las propiedades adecuadas fue a
8.4 Kgy, esta dosis es mas alta que la empleada para
vacunas de lengua azul, en la cua 2.5 Kgy han sido
suficientes para una adecuada inactivacion.*® Asimismo,
ha ocurrido con €l virus de Aujeszky en donde la
radiacién gamma actué como un buen inactivante tantoin
vitro (cultivo celular), comoin vivo (conejos).*®

Se han redlizado también ensayos con virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) presente en médula
0sea, y se determind que a dosis de 20 Kgy no se destruia
completamente; sin embargo, cuando la médula se irradia
puede ser empleada para trasplantes sin riesgo de
transmision.?® Esta dosis varia cuando se trata del virus
de hepatitis C que necesita 17 Kgy para poder ser
inactivado en tejidos.?

Cuadro 1

POTENCIA RELATIVA EN Ul DE CADA
SUBLOTE DE VACUNA ANTIRRABICA CON Y
SIN ADYUVANTE Y PRUEBA DE INOCUIDAD

Tratamento Vacuna Vacuna Prueba de
irradiada irradiada inocuidad
s/adyuvante* c/adyuvante*
3.5Ky 0.035 4189 U.L° ** 8[16 *+*
5.8 Ky 0.0422 4093 U.1.° 2/16
8.4 Ky 0.060? 3.141U.1.° 0/16
9.3 Ky 0.056 2 0.952 U.I.° 0/16

Valores con diferente literal son estadisticamente diferentes (P<0.05).
* 1.0 Unidad Internaciona de proteccion (minimo requerido por la
Norma Oficia Mexicana, 1996 )

** Animales muertos.

*** Animalesinoculados

Bubicdes

Figum 1. Estabilidnd de la vacuma anticrdboen innctivada con
FAATACION Qamm
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Figura L Caducidad de una vacuna antirribica inactivada con
rischacitn gamma,

Las diferencias entre las dosis empleadas, puede
explicarse por los cambios en el genoma de cada uno de
los virus, pues la forma de accion de las radiaciones
ionizantes provenientes de emisiones gamma resultan
generalmente en la ruptura del esqueleto de los enlaces
fosfodiéster presentes, en este caso en el ARN. De esta
manera genes enteros pueden ser inactivados debido a
cambios en |a secuencia de bases.??

Respecto de la estabilidad, tomando en cuenta que es una
vacuna inactivada, el inmunégeno antirrabico irradiado
presenté una adecuada estabilidad entre los sublotes
evaluados; es decir, la radiacién inactivd de manera
semejante a cada uno de ellos, por o que no se corre €l
riesgo de que algun sublote produzca una adecuada
proteccién y los otros no.

En cuanto a la caducidad, €l biolégico en estudio
mantuvo una potencia de 1.2 Ul a los 720 dias,
conservando una proteccion superior a lo estipulado en
los requerimientos minimos indicados por la Norma
Oficial Mexicana.*® Mostré una caducidad similar a una
vacuna antirrabica inactivada con b -propiolactona? la
cual mantiene su proteccion arededor de dos afios.
Ademas, se hace patente la importancia de adicionar un
adyuvante a las vacunas inactivadas, con el proposito de
potenciar la respuestainmune del agente primario, puesla
vacuna irradiada con adyuvante mejoré notablemente su
efecto.
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