Rev. Salud Anim. Vol. 29 No. 2 (2007): 101-104

ESTABILIDAD DE LA VACUNA LIOFILIZADA CONTRA Brucella abortus
CEPA RB51

J. Salazar*, Yolanda M. Sanchez-Castillg a*, J.L. Bojorquez** y Eva Diaz**

* Departamento de Produccién Agricola y Animal. Universidad Auténoma Metropolitana.
Unidad Xochimilco. Calzada del Hueso N°1100. Colonia Mlla Quietud, C. P. 04960. México, D.F.
Correo dectronico: feryayal@hotmail.com; ** Direccion de Produccion. Productora Nacional
de Bioldgicos \kterinarios. Zaragoza N°75. Colonia Lomas Altas. C.P. México, D.F.

RESUMEN: Con el objetivo de evaluar la estabilidad de la vacuna RB51 de Brucella abortus, se
realizaron evaluaciones a 4°, 25° y 37°C en intervalos de 7 dias durante 28 dias. El indicador evaluado
fuelavariaciéon delas unidades formador as de colonias (UFC) durante d tiempo de estudio .Se encontro
una disminucion de las UFC a 37°C y 25°C, a 4° no se observo modificacion. Se definié ademéas que la
vacuna RB51 “dosis vaca’, es estable a 4°C durante 2 afios 6 meses.
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STABILITY OF THE LYOPHILIZED VACCINE AGAINST Brucella abortus STRAIN RB51

ABSTRACT: With the objective of evaluating the stability of the Brucella abortus RB51 vaccine,
evaluation were carried out at 4°, 25° and 37°C in 7 day- intervals for 28 days. CFU variation was the
indicator evaluated during the study time. There was a reduction of CFU at 37°C and 25°C; and at 4°
there was not modification observed. It was also defined that the cows” RB51 vaccine is stable during 2

years and 6 months.
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INTRODUCCION

La vacuna RB51 se ha utilizado durante los lti-
mos 10 afios para proteger al ganado bovino contra
la exposicion a la cepa virulenta 2308 de Brucella.
Esta vacuna ha probado tener mdaltiples ventajas,
como la carencia o expresion de pequefias cantida-
des del antigeno “O” del LPS que es encontrado en la
cepa 19 y de campo, con lo que previene la forma-
cién de anticuerpos que den resultados positivos a
las pruebas serolégicas (17, 6). Ademas, se ha com-
probado su eficacia aun en vacas gestantes, sin ries-
go a sufrir aborto (15). No se ha aislado de leche,
exudados vaginales, tejidos fetales o membranas
placentarias de bovinos, bisontes e incluso de pe-
rras (2, 8); aplicada a toros no produce lesiones
histologicas y no es secretada en semen (16). Tras la
aparicion de la cepa RB51 con las grandes ventajas
gue esta ofrecia, la Secretaria de Agricultura, Gana-

deria, Pesca y Alimentacion de México, autorizd su
aplicacion de manera masiva; modificandose las nor-
mas: NOM 041-Z00-1995 y la NOM 053-Z00-1995
(12,13) para las especificaciones que deben cumplir
las vacunas elaboradas con esta cepa.

Estados Unidos por el avance de su camparia solo
autoriz6 el uso de la presentacion “Becerras”, para ani-
males no gestantes menores de 12 meses de edad
con vacunas cuyo contenido es de 1 a 3 x 10 UFC
por dosis. En México la autorizacion se ampli6 a la pre-
sentacién “Vacas” para animales adultos mayores de
12 meses de edad, incluyendo gestantes, con un con-
tenido de 1 a 3 x 10 °UFC por dosis. Esto ultimo obe-
dece al tipo de explotacion en el pais, donde la movili-
zacion del ganado adulto, principalmente reemplazos,
ingresa a zonas con condiciones de incidencia varia-
ble, por lo que resulta necesario inmunizar las vacas
gestantes y no gestantes antes de movilizarlas.
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La vacuna RB51 como otras vacunas vivas pier-
de un niimero considerable de bacterias a través del
tiempo, por lo que se debe constatar, de acuerdo a la
norma NOM-053-Z00-1995 (13), su calidad mediante
pruebas de estabilidad, de tal manera que se conoz-
can las caracteristicas de viabilidad en diferentes con-
diciones de almacenamiento y se asegure la calidad
a nivel de mercado hasta tres meses después de la
fecha de expiracion indicada en las etiquetas de los
biolégicos. De esta manera, PRONABIVE-LITTON de
México lo sometieron inicialmente a la vacuna RB51
en su presentacion «Vacas», a temperaturas eleva-
das de 37°C durante 15 dias. Sin variaciones en los
valores de cuenta viable, PRONABIVE-UAM-X ela-
boraron el presente estudio con el objetivo de deter-
minar la estabilidad de la vacuna RB51, en presenta-
cién “Vacas” sometiéndola a diferentes temperaturas
y periodos de almacenamiento.

MATERIAL Y METODOS

Material bioloégico

Se utilizé una vacuna liofilizada de Brucella abortus
RB51 lote nimero 221124, asi como frascos de
diluyente con 20mL lote 2330549.

Cuentaviable

Se reconstituyeron dos frascos del producto ter-
minado, vacuna RB51, con 20 mL de diluyente cada
uno, se agitaron enérgicamente hasta obtener una
suspensién uniforme, y se mezclaron en partes igua-
les. Posteriormente se realizaron diluciones decima-
les seriadas de 101 a 10 -2 utilizando solucién salina
peptonada (SSP). (1)

Las ultimas tres diluciones se sembraron en cua-
tro cajas de petri con agar soya tripticaseina por dilu-
cién, depositando 0.1 mL de la dilucion correspon-
diente. Estas se incubaron a 37° C durante 72 hrs. Al
término de este lapso se realizo la cuenta de colonias
de Brucella y se seleccionaron las cajas que conte-

nian entre 30 y 300 UFC, de manera similar a los
métodos descritos previamente para vacunas
liofilizadas. Este procedimiento se repitié a los 7, 14,
21 y 28 dias para los tres grupos de temperaturas
(4°C, 25°C y 37°C).

Andlisis Estadistico

El célculo de las UFC/mL se obtuvo mediante el
promedio de las colonias por mL de cada dilucion y
sumando los promedios correspondientes a cada di-
lucion.

Considerando que el requisito minimo establecido
como satisfactorio es de 1 X 10° UFC / dosis, se rea-
lizé el célculo aproximado del tiempo en el cual se
alcanzaria este valor al someter el producto a las mis-
mas condiciones de temperatura, para lo cual se rea-
liz6 el despeje de la variable del tiempo de la ecua-
cién correspondiente de primer orden.

K=InCo-InCt/t
Co =cuenta viable inicial
Ct = cuenta viable deseada

t = tiempo

RESULTADOSyY DISCUSION

Los resultados obtenidos de las cuentas viables al
inicio y al final de los 28 dias que durd la prueba, por
la exposicion de los frascos a 37°, 25° y 4°C se pre-
sentan en la Tabla 1, se puede apreciar que la vacuna
mantenida durante 28 dias a 4°C no present6 modifi-
cacion en la cuenta viable al final de la prueba, no asi
a 37°C, en donde hubo una pérdida cuantiosa en las
UFC/dosis que asciende a 2.47.

Aplicando la ecuacion de Arrhenius Tabla 2 , fue
posible estimar que la vacuna RB51, dosis reducida
(vacas) es estable a 4°C, durante 2 afios, seis me-
ses, en cambio a las temperaturas de 25°C y 37°C, la
cuenta viable se reduce considerablemente a través

TABLA 1. Cuentas viables obtenidas a diferentes temperaturas y tiempos./ Viable countings obtained at different

temperatures and times

Dias vacunaa4°C Vacunaa25°C Vacunaa 37°C
UFC/dosis UFC/dosis UFC/dosis
0 2.7x10° 2.70 x 10° 2.70 x 10°
7 2.13x 10° 0.41x 10° 0.55 x 10°
14 1.50 x 10° 0.94 x 10° 0.20 x 10°
21 2.20 x 10° 0.48 x 10° 0.19 x 10°
28 2.70 x 10° 0.36 x 10° 0.23x 10°
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TABLA 2. Célculo aproximado del tiempo para alcanzar 1 X 10° UFC/dosis, a las tres diferentes temperaturas de
prueba./ Approximate time cal culation to reach 1x10° UFC/dose at the three different test temperatures

Temperatura In Co In Ct K t (dias)
4°C 21.716 20.723 0.00102857 965.418
25°C 21.716 20.723 -0.55314286 17.951
37°C 21.716 20.723 -0.08555714 11.606

del tiempo, siendo estos Unicamente por 17 y 11 dias
respectivamente.

La temperatura recomendada por el fabricante para
almacenar la vacuna en el anaquel es de 4°C con un
periodo de vigencia de 2 afios. Por los resultados
obtenidos se observa que se tuvo un lapso de seguri-
dad de 6 meses que corresponde al doble de lo que
marca la NOM-053-Z00-1995 (13) en su punto
5.4.2.5 e inclusive la Organizacién Mundial de Salud
-WHO-2002 en la revisidn técnica para la
implementacion del monitoreo de viales de vacunas
(7). Queda pendiente verificar que la cuenta viable de
este lote permanezca dentro de los limites que marca
la NOM-053-Z00-1995 (13) , durante el lapso esti-
mado a través del resultado obtenido aplicando la
ecuacion de Arrhenius a 4°C, con lo que se demos-
trara la eficacia del método para medir la estabilidad
de la vacuna RB51 dosis adulta.

Este método ha funcionado en bioldgicos seme-
jantes a la vacuna elaborada con la cepa RB51, como
quedo demostrado con el trabajo realizado por Reyes
(14), sobre la estabilidad de la vacuna liofilizada de
Salmonella galllinarum Cepa 9 R a tres diferentes tem-
peraturas, cuyo periodo de vigencia fue calculado a 1
afio 2 meses donde fue posible demostrar que la va-
cuna mantiene el resultado de la UFC / dosis estima-
das. La cuenta viable se repitié en el mismo lote al
afoy 2 meses de estar almacenada a 4°C, obtenien-
do un resultado similar al estimado por el método de
Arrhenius. Monath (11), por su parte, menciona que
las vacunas deben utilizar algin tipo de aditivo para
incrementar la estabilidad de la vacuna, con lo que se
asegura su viabilidad en almacenamiento a 4°C por un
periodo igual 0 mayor a 2 afios. Sin embargo, en el
caso de la vacuna contra la fiebre amarilla, investigada
por él, observé que al liofilizarse es muy inestable al
reconstituirse. Aungue se trata de una vacuna viva ate-
nuada igual a la cepa RB51, su comportamiento es
diferente, quizas porque es un virus y no una bacteria.

Mas recientemente estudios realizados (4) evi-
dencian que la vacuna liofilizada contra Brucella
abortus debe almacenarse a una temperatura maxi-

ma de 4°C por 13 meses. Basado en los resultados
del estudio, se espera que los célculos efectuados
para estimar la estabilidad de la vacuna elaborada con
la cepa RB51, dosis adulto sean confiables y que la
vigencia de la vacuna que se indica en la etiqueta sea
real y asegure la eficacia del producto.

No obstante, los resultados obtenidos, la predic-
cién de una fecha de caducidad con base a este tipo
de pruebas, debe ser confirmada mediante la repeti-
cion de las mismas al término de la vigencia estima-
da para el lote del producto en estudio.

Las pruebas de estabilidad deben ser realizadas
durante el tiempo que permita observar cambios en
la cuenta viable del producto a por lo menos tres tem-
peraturas. Asi mismo la evaluacion de la cuenta via-
ble debe ser realizada de preferencia por un solo téc-
nico para disminuir las variaciones y mantener el mi-
nimo de variables en la realizacion del producto.

Es recomendable realizar estudios de estabilidad
al periodo de vigencia indicado por el fabricante, re-
pitiendo los estudios de cuenta viable de lotes de va-
cuna conocidos.
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