STABILIDAD

DE LA VACUNA ANTIRRABICA
DE CEREBRO DE RATON LACTANTE
ALMACENADA A DISTINTAS
TEMPERATURAS!

— Ana Maria O. Diaz,? Graciela N. Perdomo? y Oscar Becco®

INT RODUCCION

La rabia en el hombre y los
animales continfia siendo un grave pro-
blema para la salud pablica y la
economia pecuaria de la mayoria de los
paises de América Latina y el Caribe (7).
Entre 1980 y 1985, en estos paises se re-
gistraron 1 744 casos de rabia en seres
humanos, 83 858 en petros, 6 876 en ga-
tos y 28 800 en bovinos, si bien en esta
tltima especie no se notifica una propor-
cién muy considerable de los casos (2).

América Latina y el Caribe
elaboraron durante 1985 mids de
5 200 000 dosis de vacuna de cerebro
de ratén lactante (CRL) en 19 laboratorios
productores oficiales para la vacunacién
de los tres millones de personas que
anualmente requieren tratamiento anti-
trabico, segn la informacién enviada
por los paises al Centro Panamericano de
Zoonosis (CEPANZO). Las vacunas de uso

! Se publica en el Bulletin of the Pan American Health
Organization Vol. 22, No. 3, 1988, con el ttulo “Sta-
bility of the rabies suckling mouse brain vaccine stored
at different temperatures”.

? Organizacién Panamericana de la Salud, Centro Pana-
meticano de Zoonosis. Direccin postal: Casilla 3092,
1000 Buenos Aires, Argentina.

veterinario son elaboradas por laborato-
rios oficiales y algunos privados. En
1985, los primeros produjeron alrededor
de 25 millones de dosis, de las cuales
87% fueron de vacuna CRL. (Datos iné-
ditos. Centro Panamericano de Zoonosis,
OPS/OMS, 1986.)

La vacunacibn masiva de
petros y el tratamiento oportuno de las
personas expuestas constituyen las medi-
das mis eficaces de control (3), que exi-
gen disponer de vacunas potentes, ino-
cuas, estables y econémicas. La vacuna
antitribica CRL para uso humano y ani-
mal se caracteriza por su bajo costo de
produccién y su buena potencia anti-
génica (4, 5). Sin embargo, en la litera-
tura no se mencionan estudios sistemi-
ticos acerca de su estabilidad. En
consecuencia, nos propusimos evaluar la
capacidad de la vacuna CRL de mantener
su poder inmundgeno a diferentes tem-
peraturas y durante distintos petiodos de
tiempo.
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MATERIALES

Y METODOS

Vacunas CRL experimentales
liquidas

Se prepararon seis lotes de va-
cuna CRL para uso humano (CRL-H) y
otros seis para uso canino (CRL-C), segiin
la técnica descrita por Fuenzalida (G). Los
valores antigénicos estuvieron dentro de
los intervalos observados con mayor fre-
cuencia cuando se determinaron por me-
dio de la prueba de potencia de los Insti-
tutos Nacionales de Salud de los Estados
Unidos de América (prueba de NIH) (7).

Asimismo, se prepar6 un
lote de vacuna CRL para uso bovino
(CRL-B), de acuerdo con lo descrito por
Diaz y Lombardo (8).

Vacunas CRL experimentales
liofilizadas

En el laboratorio de CEPANZO
se elaboraron seis lotes de vacuna CRL ex-
perimental para uso humano y para uso
canino, los cuales se liofilizaron en un
equipo Virtis de tal manera que tuvieran
una humedad residual de 2 2 3%. El ci-
clo de liofilizacién fue el siguiente: los
frascos con 2 ml del producto se co-
locaron en los estantes de la camara del
liofilizador hasta que alcanzaron
- 50 °Cy se desecaron en una atmdsfera
de 5 micras de vacio durante 72 horas. La
temperatura final del producto fue de
18 °C. Los frascos fueron cerrados al
vacio. Se prepararon otros seis lotes de
CRLH con una humedad residual de 5 a

7% . Como estabilizadores de la liofiliza-
cidn se usaron sacatosa (7,5%) y gelatina
(0,5%).

Se prepard un lote de vacuna
CRLB liofilizada que se reconstituyé con
un diluyente que contenia (OH);Al al
2% (8). La humedad residual se deter-
miné por el método de Karl Fisher (9).

Pruebas de estabilidad

Se almacenaron muestras de
cada lote de vacunas a distintas tempera-
turas: 4, 25 y 37 °C. Peridédicamente se
determind la potencia antigénica me-
diante la prueba de NIH (7). Se utili-
zaron ratones CF-1 de 10 2 14 g y la va-
cuna de referencia CPZ-10, cuyo requisito
minimo de potencia era de 0,2. Las va-
cunas se probaron en bloque en cada una
de las fechas programadas.

Los cilculos de regresion para
todos los lotes de vacuna preparados se
hicieron por el método de los cuadrados
minimos (10).

RESULTADOS

Vacunas liquidas

Los valores antigénicos ini-
ciales (VA-i) para las vacunas CRL-H
liquidas fueron: lote 1 = 0,8; lote 2 =
0,95; lote 3 = 0,9; lote 4 = 0,7; lote
5 = 0,8, ylote 6 = 0,8. En cuanto a las
vacunas CRL-C liquidas, los VA-i fueron:
lotel = 5,0;lote 2 = 4,6; lote 3 = 6,7;
lote 4 = 1,5;lote 5 = 1,5,y lote 6 =
1,5.

El cuadro 1 muestra la estabi-
lidad de los distintos tipos de vacuna CRL
liquida almacenada a diferentes tem-
peraturas. E1 100% de los seis lotes de va-
cuna CRL-H con valor antigénico prome-
dio inicial (VA-i) de 0,8 mantuvo su
potencia por encima del requisito
minimo durante 15 meses de almacena-



CUADRO 1. Numero de lotes de distintos tipos de vacuna antirrabica CRL liquida con requisitos minimos de potencia
aceptables, segdn la temperatura y los meses de almacenamiento

Vacuna CRL liquida

Para uso humano

Para uso canino Para uso bovino

Almacenamiento
{meses) 4-C 25 °GC 37 °C 4°C 25 °C 37 °C 4°C 25 °C 37 °C
1 6 6 4 6 6 1 1 1 1
3 6 0 0 6 1 0 1 1 1
6 6 0 0 6 0 0 1 1 0
12 6 0 0 6 0 0 1 1 0
15 6 0 0 6 0 0 1 1 0

miento a 4 °C (valor antigénico prome-
dio final (VA-f ) = 0,5) y durante 30 dias
a 25 °C (Va-f = 0,4). El 66,7% (cuatro
de seis lotes) mantuvo su capacidad in-
mundgena durante 30 dias a 37 °C
(Va-f = 0,3).

El 100% de los seis lotes de
vacuna CRL-C mantuvo la potencia por
encima del requisito minimo durante 15
meses de almacenamiento a4 °C (VA-i =
4,5; VA-f = 1,5) y durante 30 dias a
25 °C; un lote cumpli6 con el requisito
minimo de potencia después de tres
meses a 37 °C (VA-i = 3,5; VAf = 0,4).

La figura 1 muestra la caida de
potencia de los seis lotes de vacuna CRL-H
durante todo el periodo de observacién.
La regresién lineal, calculada por el mé-
todo de los cuadrados minimos, tuvo una
pendiente de — 0,032, que permiti6 esti-
mar una pérdida de potencia de 41,7%
después de 12 meses de almacenamiento
y de 52,3% al finalizar los 15 meses del
periodo de observacién.

La figura 2 muestra la dis-
minucién de potencia de los seis lotes de
vacuna CRL-C durante todo el periodo

de observacién. La pendiente de la regre-
si6n lineal fue de - 0,201. Se estimé que
la potencia antigénica disminuyé en
47,7% al cabo de 12 meses de almacena-
miento y en 59,6% al finalizar los 15
meses de observacion.

En tres de los 12 lotes de va-
cuna liquida estudiados (CRL-H, lotes 5 y
6, y CRL-C, lote 2) la potencia disminuyd
en forma menos acentuada, con una me-
diana de 21% a los 12 y 15 meses de al-
macenamiento a 4 °C.

El lote de CRLB liquida man-
tuvo la potencia por encima del requisito
minimo exigido por la prueba de NIH
durante 15 meses cuando se almacené a
4 °C (VA1 = 5,3; VA1 = 1,2) y 25 °C
(VAf = 0,3), y petdi6 su capacidad anti-
génica entre los 90 y 180 difas de alma-
cenamiento a 37 °C (VA-f = 1,6).

Vacunas liofilizadas

Las vacunas CRL-H liofilizadas
tuvieron los siguientes VA-i: lote 1 = 1,5;
lote2 = 2,3, ylote 3 = 1,4. Encuantoa
las vacunas CRL-C: lote 1 = 2,9; lote 2 =
3,8, ylote 3 = 1,0.

En los seis lotes con una hu-
medad residual de 5 a 7%, los VA-i
fueron: lote 1 = 0,9; lote 2 = 0,6; lote
3 =04;loted = 04;lote5 = 0,3,y
lote 6 = 0,5.

El valor antigénico de la va-
cuna CRL-B liofilizada fue de 8,9. Esta
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FIGURA 1, Estabilidad de la vacuna CRL para uso humano fiquida, almacenada a 4 °C durante

15 meses®
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vacuna mantuvo su potencia durante 15
meses 2 las tres temperaturas de observa-
cién (cuadro 2).

En el cuadro 3 se observa la es-
tabilidad de 12 lotes de vacunas CRL liofi-
lizadas con distinta humedad residual,
almacenados a 4, 25 y 37 °C. Las vacunas
con una humedad residual de 2 a 3%
mantuvieron la potencia pot encima del
requisito minimo exigido por la prueba
de NIH durante 24 meses a las tres tem-
peraturas de observacion. Las vacunas
con una humedad residual de 5 a2 7%
solo fueron estables cuando se alma-
cenaron a 4 °C. Los valores antigénicos
hallados fueron inferiotes en relacién con
el primer grupo.

DISCUSION

Y CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio
demuestran que la vacuna CRL en sus
tres formulaciones —humana, canina y
bovina— mantiene el poder inmuné-
geno durante perfodos de tiempo pro-
longados.

La vacuna CRL es una de las
vacunas antirribicas que se usan ac-
tualmente porque induce una respuesta
inmunitaria ripida y confiere proteccién
tanto al hombte como a los animales
contra la infeccidn viral (11-16). La situa-
cién de la rabia en los paises en desarrollo
obliga a disponer de vacunas seguras, efi-
caces, econdmicas y estables (17). Esto es
particularmente importante si s tiene en
cuenra que 94,2% de los tratamientos



FIGURA 2. Estabilidad de la vacuna CRL para uso canino liguida, almacenada a 4 °C durante
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CUADRO 2. Valores antigénicos de la vacuna antirrabica CRL para uso hovino liquida y fiofilizada, segin
la temperatura y los meses de almacenamiento®

Vacuna CRL para uso bovino

Almacenamiento Liquida Liofilizada
(meses) 4°C 25 °C 37°C 4-C 25 °C 37 C
1 4,1 2.1 27 14,0 57 6,1
3 3.0 4,6 1,6 5,5 7.8 10,0
6 6.8 0,9 0 11,0 88 58
12 0,6 0,4 0 53 6,2 3.2
15 1.2 0,3 0 6,6 5,2 36

2 Requisito minimo de potencia = 0,2.
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CUADRO 3. Niimero de lotes y valores antigénicos promedios de la vacuna antirrabica CRL liofilizada,
segun su humedad residual y la temperatura y los meses de almacenamiento?

Humedad residual

0, 0,
Almacenamiento De 2a 3% De5a7%
(meses) 4°C 25 °C 37 °C 4 °C 25 °C 37 °C

1 6 (3,2)0 6 (2,2) 6 (1,8) 6 (0,5) 0(<0,2) 0{<0,2)
3 6 (3,2) 6(2,2) 6 (0,6) 6 (0,8) 0 0
6 6 (2,9) 6 (2,9) 6 (1,5) 6(1,1) 0 0

12 6(2,7) 6 (3,5) 6 (1,1) 6 (1,6) 0 0

24 6 (3.9 6(1,6) 6(2,0) 6 (0,6) 0 0

 Requisito minimo de potencia = 0,2.
b {05 niimeros entre paréntesis corresponden al valor antigénico promedio.

antirribicos se administran en regiones
tropicales (18).

En un estudio (19) sobre la es-
tabilidad de dos lotes de vacuna antirri-
bica liquida para uso humano elaborada
a partir de células diploides y almacena-
da a 4 °C se observd que los VA-i 13,2 y
18,5 disminuyeron a 2,9 y 7,2, respec-
tivamente, al cabo de 12 meses. A su vez,
en otro estudio (20) sobre la estabilidad
de un lote de vacuna antirribica experi-
mental elaborada en cultivo de células
BHK-21 para uso animal, el VA-i fue de
3,9 y disminuyd a 2,3 al cabo del mis-
mo tiempo de almacenamiento a idén-
tica temperatura que la investigacién
anteriof.

La disminucién de la potencia
antigénica de los 12 lotes de vacunas
liquidas experimentales CRL-H y CRL-C
del presente estudio, almacenados a la
misma temperatura, fue similar a la ob-
servada en las vacunas de cultivos celu-
lates arriba mencionadas. Estos datos
confirmarfan que la potencia de las va-
cunas antirribicas inactivas en estado
liquido disminuye durante su periodo de
vida ttil. Sin embargo, en otto trabajo
(21) en el que se estudi6 la estabilidad de
dos lotes de vacuna elaborada a partir
de células NiL-2 y almacenadas durante
12 meses a 4 °C, no se observd variacién

de la potencia antigénica, lo que indi-
carfa una mayor estabilidad de este tipo
de vacuna. Corresponde recordar que la
estimacién de la potencia de estas va-
cunas mediante la prueba de NIH esti su-
jeta a gran variabilidad (22, 23). Por ello,
no conviene generalizar acerca de la esta-
bilidad de un determinado tipo de va-
cuna antirrdbica cuando se estudia un
nGmero muy limitado de lotes. El com-
portamiento diferente de tres de los 12
lotes estudiados de vacunas CRL liquidas
podria explicarse por esa misma varia-
bilidad.

Es importante la comproba-
cién de que las vacunas CRL liquidas para
uso humano y animal conservan su capa-
cidad antigénica durante 15 meses de al-
macenamiento a la temperatura reco-
mendada (4 °C), porque en América
Latina y el Caribe no existe un criterio
uniforme acerca del petiodo de su vali-
dez, que varia entre 6 y 12 meses, con ex-
cepcién de Colombia donde es de 24
meses. Los resultados de este estudio in-
dicarfan que un petfodo de validez de un



afio serfa adecuado, habida cuenta de
que después de 12 meses a 4 °C el valor
antigénico de las vacunas CRL-H dismi-
nuyd entre 16 y 65,5% y a los 15 meses,
entre 18y 82% . La disminuci6n de la po-
tencia de las CRL-C varid a los 12 meses
entre 21y 70% y a los 15 meses, entre 24
y 87%. Se ha comprobado que la vacuna
CRL-C con un VA de 0,3 protegi6 al 100%
de los perros expuestos al virus de la rabia
un afio después de haber sido vacunados
y al 80% a los tres afios (13). La adopcidn
de una validez de 12 meses evitatfa que
se desecharan lotes de vacunas de calidad
comprobada por habérseles fijado limites
de validez mas breves.

En su 31° informe, el Comité
de Expertos de la OMS en Patrones
Biolégicos recomienda que las fechas de
expiracién de las vacunas antirribicas se
fijen a partir del Gltimo ensayo de activi-
dad con resultado satisfactorio (24). Sin
embargo, si se tiene en cuenta la dis-
minucion gradual de la potencia de las
vacunas antirribicas liquidas con el
tiempo, pareceria adecuado que la fecha
de expiracién de la vacuna CRL se fijara a
partit del momento de su produccion.
Este criterio es el mismo que el estipu-
lado por el c6digo de regulaciones sobre
sustancias bioldgicas de los Estados Uni-
dos para los periodos de validez de tales
sustancias con licencia en ese pafs (25).

Si se liofilizan las vacunas
antirrabicas, el periodo de validez puede
ampliarse a 18 0 24 meses (24). Para eva-
luar la estabilidad de las vacunas lio-
filizadas se utilizan principalmente
pruebas para determinar la potencia
antigénica y la humedad residual (26).
En este trabajo, la estabilidad de las va-
cunas CRL-H liofilizadas fue comparable 2
la observada en un estudio (27) de 127
lotes de vacunas liofilizadas elaboradas
en un cultivo de células diploides de ori-
gen humano y, mis recientemente, en
otra investigacién (28) en que se de-
mostrd que los lotes de vacuna purificada

obtenida a partir de células Vero man-
tenfan su potencia durante 24 meses a
4 °Cy durante mis de 6 meses a 37 °C.
Las vacunas CRL-C y CRLB liofilizadas
fueron tan estables como las elaboradas
en cultivos de células NIL-2 (21) y de célu-
las BHK-21 (29, 30).

El Comité de Expertos de la
OMS en Patrones Biolégicos recomienda
que las vacunas antirrdbicas liofilizadas
contengan no mis de 1% de humedad
tesidual (24); en el cédigo de regula-
ciones sobre sustancias biolégicas de los
Estados Unidos se utiliza el mismo valor
excepto para algunos productos como la
vacuna BCG y otras vacunas virales (31).
Sin embargo, la naturaleza de algunos de
estos productos y los aditivos que con-
tienen pueden impedir que se logre una
humedad residual de 1%. Por eso, cada
productor deberfa determinar el nivel
mis satisfactorio de humedad residual
que permite mantener la estabilidad del
producto durante todo el perfodo de va-
lidez del mismo (26). Asi, por ejemplo,
en el caso de las vacunas CRL-H y CRLC,
los seis lotes que tenfan una humedad re-
sidual de 2 a 3% mantuvieron su capaci-
dad antigénica durante 24 meses a 4, 25
y 37 °C.

En un estudio anterior (32), se
obtuvieron resultados similares cuando
se evalud la estabilidad de cinco lotes de
vacunas liofilizadas elaboradas a partir
de células diploides de origen humano
que tenfan una humedad residual de en-
tre 2,6 y 3,3%. Todas las vacunas mantu-
vieron su potencia después de una incu-
bacién de cuatro semanas a 37 °C y un
lote, durante 12 meses a2 4 y 22 °C, asi
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como durante seis meses a 37 °C. Las va-
cunas CRLH y CRL-C con una humedad
residual mayor de 5% solo mantuvieron
su capacidad antigénica cuando se alma-
cenaron a 4 °C. Si bien la sacarosa y la
gelatina se han usado como estabiliza-
dores de distintos tipos de vacunas anti-
tribicas (33, 34), queda por estudiar la
composicidon del estabilizador inocuo y
mis conveniente para liofilizar la vacuna
CRL para uso en seres humanos.

Finalmente, conviene afiadir
que la buena estabilidad de la vacuna
CRL no debe inducir a los usuarios a des-
cuidar la temperatura 6ptima de conser-
vacion (de 4 a 8 °C) y correr el riesgo de
que disminuya la actividad de la vacuna
durante su almacenamiento y aplicacién
en condiciones de campo.

RE SUMEN

Habida cuenta de que
anualmente mueren de rabia alrededor
de 300 personas en América Latina y el
Caribe, es indispensable para la Regién
disponer de vacunas antirrdbicas po-
tentes, inocuas, estables y de bajo costo.
La mas comiin, tanto para uso humano
como animal, es la vacuna preparada con
cerebro de ratdn lactante (CRL). Para de-
mostrar la estabilidad de la vacuna CRL
en distintas condiciones ambientales, se
realiz6 el siguiente estudio: se pre-
pararon varios lotes de vacuna experi-
mental para uso humano (CRL-H) y
canino (CRL-C), liquida y liofilizada; se
mantuvieron grupos de muestras a 4, 25
y 37 °C, y periddicamente se control6 su
potencia antigénica por medio de la
prueba de NIH.

Se comprobd que la potencia
de los lotes de vacuna CRL-H almacenados
a 4 °C, con un valor antigénico prome-
dio de 0,8, disminuyd gradualmente
hasta que este valor fue 52,3 % inferior al
inicial. No obstante, 100% de los lotes
cumplieron con el requisito minimo de
potencia de la prueba de NIH y mantu-
vieron su potencia durante 30 dias a
25 °C, mientras que 66% la conservaron
durante un mes a 37 °C.

Los lotes de vacuna CRLC al-
macenados durante 15 meses, con un
valor antigénico promedio de 4,5, dismi-
nuyeron su potencia en 59,6% al final
del petiodo de observacién. El 100% de
estos lotes superaron el requisito minimo
de potencia al cabo de 30 diasa 25 °Cy
ninguno cumplié con este requisito des-
pués de un mes a 37 °C.

En cuanto a las vacunas liofili-
zadas, tanto para uso humano como
canino, se encontrd que todos los lotes
con una humedad residual de 2 2 3%
mantuvieron su poder antigénico
durante 24 meses a 4, 25 y 37 °C de al-
macenamiento.

Estos datos indican que el
petiodo de validez adecuado para la va-
cuna CRL liquida almacenada a 4 °C seria
de un afio. Si se liofilizan las vacunas
antirribicas, el perfodo de validez puede
ampliarse a 18 o 24 meses. Se sugiere que
este periodo se establezca desde que fina-
liza la produccién de la vacuna y no a
partit de la realizacién de la dltima
prueba de potencia con resultado satis-
factorio. O
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SUMMARY

STABILITY OF THE RABIES
SUCKLING MOUSE BRAIN
VACCINE STORED

AT DIFFERENT
TEMPERATURES

Considering that evety year some
300 people die of rabies in Latin America and
the Caribbean, it is indispensable for the Re-
gion to have rabies vaccines that are high in
potency, innocuous, stable, and low in cost.
The vaccine most widely used for both hu-
man and animal purposes is the one prepared
in suckling mouse brain (SMB). To demon-
strate the stability of the SMB vaccine under
different environmental conditions, the fol-
lowing study was carried out: experimental
batches of liquid and lyophilized vaccine
were prepared for human (SMB-H) and canine
(sMB-C) use; samples were kept at 4 °C,
25 °C, or 37 °C and their antigenic potency
checked periodically using the NIH test.

Congreso Nacional
de Salud Mental

It was determined that the po-
tency of the batches of SMB-H stored at 4 °C,
with an average antigenic value of 0.8, de-
creased gradually, falling to a level 52.3% be-
low the initial figure. Nevertheless, 100% of
the batches met the minimum potency re-
quirement of the NIH test and kept their po-
tency for 30 days when stored at 25 °C, while
66% maintained it for a month at 37 °C.

The potency of the batches of
SMB-C vaccine stoted for 15 months, with an
average antigenic value of 4.5, had fallen by
59.6% at the end of the obsetvation period.
All the batches (100%) met the minimum
potency requirement after 30 days’ storage at
25 °C, but none met it after a month
at 37 °C.

Regarding the lyophilized vac-
cines prepared for human and canine use, all
of the test lots with a residual moisture level
of 2 to 3% retained their antigenic potency
for 24 weeks when stored at 4 °C, 25 °C, and
37 °C.

These findings indicate that the
validity period for liquid SMB vaccine stored
at 4 °C would be one year. If rabies vaccines
are lyophilized, their validity period can be
extended to 18 or 24 months. It is suggested
that the period be counted starting from the
moment the vaccine is produced and not
from the last test showing satisfactory
potency.

Del 10 al 12 de junio de 1988, se llevard a cabo
en Campinas, Brasil, el Congreso Nacional de
Salud Mental patrocinadoe por el Departamento
de Psicologia Médica y Psiquiatria de la Univer-
sidad Estatal de Campinas y la Fundacion de
Salud Mental de Campinas. Las personas in-
teresadas en asistir a este congreso pueden ob-
tener mas detalles si escriben a: Secretaria do
Congresso, Departamento de Psicologia Médica
¢ Psiquiatria/FCM/UNICAMR Caixa Postal
6064, 13.081 Campinas, SB Brasil; o si llaman
al feléfono (0192) 39-4819.
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