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EVALUACION DE LA TECNICA DE CONTRAINMUNOELECTROFORESIS PARA
DETERMINAR LA POTENCIA ANTIGENICA DE LAS VACUNAS ANTIRRABICAS

Graciela MICELI (1), Jorge E. TORROBA (2) & Ana Marfa DIAZ (2)

RESUMEN

El método recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para la prueba de
potencia de vacunas antirrabicas como producto final es la prueba NIH. Algunas técnicas in vitro se
han propuesto para el control durante ¢l proceso de producién y complementan el ensayo in vivo antes
mencionado.

Este trabajo presenta los resultados obtenidos cuando se utilizé la técnica de
contrainmunoelectroforésis (CIE) para determinar el contenido de antigenos en muestras de 84 y 40
lotes de vacunas antirrdbicas producidas en tejido nervioso de cerebro de ratén lactante mediante
cultivo de tejidos, respectivamente.

La evaluacion de las muestras en, y en torno de, las 0.3 Ul por ambos métodos muestran que, en
la practica, untitulo CIE de 1:4 cumpliria con un minimo de potencia de la prueba NI1. Un bajo grado
de variabilidad de 1a prueba CIE fue observada en nuestro laboratorio cuando dos lotes de vacunas de
referencia de trabajo y 7 lotes de vacunas antirrdbicas, de diferente origen y actividad, fueron
ensayadas en cinco pruebas independientes. Todos los titulos se ubicaron dentro de una dilucion doble,
lo que es indicativo de su reproducibilidad.

Se observo buena sensibilidad para detectar ¢l deterioro del antigeno en el ensayo de degradacion
térmica, cuando muestras de 3 lotes de vacuna liquida de cerebro de ratén lactante fueron mantenidas
a4y37°Ccadauna, por 28 dias. Se evaluaron semanalmente por los ensayos de CIE y NII1. Finalmente,
se observo que el ensayo de CIE podria ser utilizado por los productores para estimar el punto final
de los procesos de concentracion para que se corresponda con un valor antigénico deseado en la prueba

de potencia NIH.

UNITERMOS: Rabia; Vacunas; Control de potencia “in vitro”

INTRODUCCION

El método que rccomienda actualmente la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para evaluar
la potencia de las vacunas antirrabicas de uso humano y
animal es la prucba de potencia en ratones desarrollada
en los Institutos Nacionales de Salud de EUA, conocida
como prueba NIH*. Requiere de un elevado niimero de

ratones y sus resultados presentan considerables
variaciones, por ello se han desarrollado métodos alter-
nativos in vivo, como las prucbas de union antigeno-
anticuerpo (UAA) y de induccién de anticuerpos
(seroncutralizacién) ¢ in vitro, como una prueba modi-
ficada de unioén antigeno-anticuerpo, las técnicas de

) Citedra de Inmunologia Veterinaria. Facultad de Ciencias Veterinarias. UNLP. 60 y 118 - (1900) La Plata - Buenos Aires - Argentina.
 Tostwto Panamericano para la Proteccion de Alimentos y Zoonosis (PAHO/WHO) - Talcahuano 1660 - (1640) Mantinez - Buenos Aires - Argentina.
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inmunodifusién radial (IDR), de ELISA y de contrain-
munoelectroforesis (CIE)>38!15L1315.17,

Los métodos in vitro se utilizan con fines
experimentales en distintos laboratorios del mundo?,
Puesto que estas técnicas miden el contenido antigénico
de las vacunas antirrdbicas y no su inmunogenicidad, se
las puede emplear con buenos resultados como pruebas
de control durante el proceso de produccién y para
complementar la prueba /n vivo NIH en la evaluacion del
producto final.

La prucba de contrainmunoelectroforesis para la
serologia de la rabia se empleaba en forma habitual tanto
en el Centro Panamericano de Zoonosis (CEPANZO) y
actualmente cn el Instituto Panamericano de Proteccién
de Alimentos y Zoonosis (OPS/OMS) como en varios
paises de América Latina. Este método ha sido adaptado
para detectar los antigenos presentes en las vacunas
antirrdbicas. Cuando se evaluaron distintos tipos de es-
tas vacunas, s¢ comprobd una buena correlacion entre
los resultados obtenidos con las pruebas CIE y NIII®3,

En este trabajo se presentan nuevos datos referentes
al titulo minimo que deben tener las vacunas en la
prueba de CIE para que cumplan con los requisitos de
la prueba de potencia NI1H; a la reproductibilidad de los
resultados de la CIE y a las posibilidades de utilizar esta
técnica para evaluar la estabilidad de las vacunas
antirrabicas producidas en cerebro de ratén lactante
(CRL) y en células BHK (BHK-PV-BEI), de uso muy
difundido en América Latina y en la regién del Caribe.

MATERIALES Y METODOS

Vacunas

Se prepard un lote de vacuna CRL liofilizada, que
se inactivé con beta-propiolactona segin el método ya
descrito y se evalu¢ mediante la pruecba de potencia NIH
(DESO promedio =1:64; Valor Antigénico =0.8 Ul) y la
técnica de CIE (litulo promedio =1:92, intervalo 1:64 -
1:128). Esta vacuna se empleé como referencia
homoéloga de trabajo (CRL-R) para evaluar las vacunas
CRL".

Se elabor6 un lote de vacuna antirrabica BHK-PV-
BEI liofilizada, la que se evalué por la prueba de
potencia NIH (promedio de la DESO =1:14; Valor
Antigénico =1.0 Ul) y por la técnica de CIE (titulo
promedio =1:6; intervalo 1:4 - 1:8). Esta vacuna se usé
como referencia homodloga de trabajo (BHK-R) para
evaluar las vacunas antirrdbicas BHK'™.
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Se utilizaron muestras de 44 lotes de vacuna CRL
a granel, 40 de vacuna CRL producto final, 40 de BHK-
PV-BEI producto final, asi como 7 muestras de un lote
de vacuna antirrabica BHK-PV-BEI a diferentes niveles
de concentracion (5.0x, 10.0x, 20.0x, 40.0x, 80.0x,
160.0x). La mayoria de las muestras procedian de dis-
tintos laboratorios de paises latinoamericanos y otras
habian sido producidas en CEPANZO.

Antisueros

Se propagaron las cepas de virus rabicos estandar
de desafio (CVS) y Pasteur (PV) en células BHK, las que
se purificaron segun la técnica de Schneider e
inactivaron con beta-propiolactona®®. Se adsorbieron
cada uno de estos antigenos con adjuvante completo de
Freund y se inmunizaron conejos con una dosis de 1.0
ml administrada por via intramuscular los dias 0,3 y 6
(un total de tres dosis); transcurridos 7 dias se les
administraron dos dosis de refuerzo con un intervalo de
una semana. Se tomaron muestras de suero y se
determinaron los niveles de anticuerpos mediante la
técnica de CIE (titulo promedio 1:1280) y la prueba de
neutralizacion en raton (titulo promedio 1:19 000)°.

Estos sueros hiperinmunes se utilizaron como indi-
cadores en la prueba de CIE. Para determinar la dilucidn
optima que permitiria obtener una banda de precipita-
cion nitida, se efectud una titulacion en bloque haciendo
reaccionar diluciones de cada suero indicador (1:4; 1:6;
1:8; ..., 1:16; 1:18) con diluciones seriadas (1:2; 1:4; ....,
1:16; 1:32) de la vacuna de referencia homéloga. Las
diluciones se prepararon con solucién salina
amortiguada con fosfatos (SAF) 0.01M (pH = 7.2).

Prueba de NIH

La prucba NIH se realizé segin la técnica de
Scligman®. Las DESO de la vacuna de referencia y de la
vacuna en estudio se calcularon con el método de Reed
y Muench. Se utilizé la vacuna de referencia CPZ/26,
DESO promedio 1:53, Valor Antigénico: 0.8 Ul

Prueba de CIE

La prueba de CIE se efectud de la siguiente mancra:
Sc cubrieron lidminas portaobjetos de 75 x 50 mm con 8
ml de agarosa al 0.9% (Seakem Biomedical, Rockland,
Maine, EUA) en solucién amortiguada con veronal
0.05M (pH =8.2), las que sc dejaron solidificar a tempe-
ratura ambiente. Seguidamente, se colocaron las 1aminas
en cajas de Petri y se las mantuvo a 4°C durante 10 min.

En cada una de dos filas paralelas se marcaron, a
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una distancia de 8mm, S cavidades de 3mm de didmetro.
Las vacunas de cultivo celular se sometieron durante 30
min., a temperatura ambiente, a la accién de Emul-
phogene BC-720 en una relacion vacuna/detergente 9:1,
agitandola periodicamente para liberar la glicoproteina.
Las vacunas CRL se concentraron con polictilenglicol
(PEG 20.000) hasta una concentracidn final de tejido del
20%. Se trataron entonces con Triton X-100 (diluido al
4% en SAF) en una relacion vacuna/detergente 1:1 du-
rante 2 horas a 56°C y luego se centrifugaron 10 min. a
17 000g. Se colocé la dilucién 6ptima del suero indica-
dor homologo en las cavidades de la placa de agarosa
correspondientes al anodo de la cuba de electroforesis y
se corrié durante 45 min. a 2mA por cada cm de ldmina.
Se retir6 la agarosa de las cavidades correspondientes al
cétodo y se las cargod con el sobrenadanic de las vacunas
diluido en SAF en una relacién de 1:2 a 1:32 0 mas,
seglin fue neccsario. Se conectdé nuevamentc el paso de
la corriente eléctrica durante un periodo adicional de 120
min. Los geles se mantuvieron sumergidos en solucién
salina amortiguada durante la noche, se lavaron dos
horas en agua destilada y se colocaron sobre un suporte
hidrofilico (Gel Bond Marine Collids Inc., Rockland,
Maine, EUA) o sobre ldminas de vidrio. Se cubricron
con papel de filtro himedo y se secaron a 35°C bajo
ventilacién constante.

Una vez secas las laminas de gel, se tifieron con
Commassie Blue al 2% durante 10 min. La mayor
dilucién de la vacuna que produjo una banda de preci-
pitacién se consideré como el punto final de la rcaccion,
o sea, el titulo de la vacuna por la técnica de CIE.

Reproducibilidad de la CIE

Para evaluar la reproducibilidad dec los resultados
obtenidos por la CIE, se estudiaron muestras de 7 lotes
de vacunas antirrdbicas de distinto origen y actividad,
asi como las dos vacunas de referencia (CRL-R y BHK-
R) en 5 prucbas independientes.

Prueba de estabilidad

Se estudié la estabilidad de 3 lotes de vacuna
antirrabica CRL liquida mediante la prueba de
degradacion térmica acelerada, de acuerdo con la
recomendacién del Comité de Expertos de la OMS en
Estandarizacion de Biologicos®®. Se mantuvicron
muestras de las vacunas a 4°C y 37°C durante 28 dias.
Se determiné semanalmente la potencia de las vacunas
mediante las pruebas de NIl y CIE.

La disminucién de la potencia de las vacunas

almaccnadas a 37°C se evalué mediante regresiones
lineales.

Andlisis de datos

Se analizaron los datos comparando las DES0 de las
pruebas NIH con los titulos obtenidos por la CIE para
cada tipo de vacuna a fin de determinar la ecuacion de
regresion lineal y el cocficiente de correlacion. Sobre la
base de los resultados obtenidos por la CIE se estimaron
las DESO que teoricamente hubieran tenido las vacunas
en la prueba NI, se las denominé DES0 estimadas
(DESO-E).

La potencia relativa (RP) se calculé como la
relacion entre DESO-E de la vacuna en estudio y la DESO
de la vacuna homologa de referencia determinada en la
prucba NIH in vivo®.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan las ecuaciones de
regresién lincal y los coeficientes de correlacion que se
obtuvicron al comparar la DESO (prucba de NIH) con los
titulos de la CIE correspondientes a las muestras de 84
lotes de vacuna antirrabica CRL y 40 lotes de vacuna
antirrabica BIIK-PV-BEIL

En la Tabla 2 se presentan las DESO-E y las PR de
las vacunas antirrdbicas CRL y BHK-PV-BEI, calcula-
das sobre la base de los resultados obtenidos por la
prueba CIE. Se comprobé que existe una relacién lineal
satisfactoria entre los titulos de las vacunas determinado
por CIE y las PR, como lo demuestra el ensayo
estadistico de correlacion entre las variables que resulta
significativo a un nivel del 1%*.

Sc¢ observé una mejor relaciéon lineal para la
regresion de los titulos de CIE vs. las PR que para las
DIEESO NIIH (in vivo) vs. titulos de CIE de acuerdo al
cnsayo estadistico efectuado®. Esto se cumplié para
ambos tipos de vacunas.

TABLA 1

Regresiones lineales de los valores obtenidos cuando se
controlaron 124 lotes de vacunas antirrabicas mediante las pruebas de
potencia NIH y CIE.

Tipo Niimero Regresion Lineal Coeficiente de
de de Correlacion
vacuna lotes a+bx r
CRL 84 1.501 + 0.257 x 0.700 p<0.01
BHK-PV-BEI 40 1.571 +0.396 x 0.861 p<0.01
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TABLA 2

Dosis efectivas estimadas (DES0-E) y potencia relativa (PR) de las vacunas antirrdbicas CRL BIIK calculadas sobre
la base de los resultados de la prueba de CIE

Vacunas CRL Vacunas BIIK-PV-BEI
Titulos de NIH Potencia NIH Potencia #

CIE DESO-E Relativa DESG-E Relativa
(R) (PR)
1:2 1:16 0.2 1:24 0.4
1:4 1:28 0.4 1:49 0.7
1:8 1:43 0.7 1:85 1.3
i:16 1:65 1.0 1:160 2.5
1:32 1:98 1.5 - -
1:64 1:148 23 - -

Regresion titulo CIE vs. PR
Regresion DESO-NIH vs. CIE (*)

DESO-NIH de vacuna CIE-R* 1:64

y= 0.340 +0.032 x; r=0.983 p<0.01
y= 1.505 +0.256 x; r=0.700 p<0.01

y=0.100+0.150x; r=0.999 p<0.01
y=1.57140.396x; r=0.861 p<0.01
1:65

# Potencia Relativa (PR) : DESO-E vacuna en estudio /DE50-vacuna de CIE-R en la prucba NIH.

(*) Datos tomados det Cuadro 1.
*  CIE-R: vacuna de referencia para la prueba de CIE.

En la Tabla 3 se observan los resultados de CIE
obtenidos con muestras de 15 lotes de vacunas
antirrdbicas que no cumplieron los requisitos minimos
de la prueba NIH. La media geométrica de los titulos por
CIE fue 1:3 y la desviacién estandar 0.168.

La Tabla 4 muestra los resultados de las prucbas
NIH y CIE correspondientes a una vacuna antirribica
BHK-PV-BEI concentrada entre 5 y 160 veces. La
ecuacion de regresion lincal fue y =0.825 + 1.173x, r
=0.936 (p<0.01).

En la Tabla 5 se muestra la variabilidad observada
en los titulos de CIE obtenidos en 5 estudios

TABLA 3

Resultados de las pruebas de potencia NIH y CIE obtenidas cuando se
controlaron quince lotes de vacunas antirribicas cuyos valores
antigenicos fueron inferiores a 0.3 UL

Pruebas de Potencia

DESO en NTH Titulo por CIE

Nimero de lotes 15 15
Media geométrica 1:13 13
Desviacion estindar (DE) 0.186 0.168
Limites de 1 DE 1:10-1:19 1:2-1:4
Limitesde 2 DE 1:6-1:29 1:1-1:6

* Enel grupose incluyeron muestras de 10 lotes de vacuna antirribica CRL
y 5 de vacuna antirrabica BHK-PV-BEL
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independientes. Todos los titulos se mantuvieron dentro
de los limites de una dilucién doble; la desviacion
estdndar varié entre 0.000 y 0.300.

En las Figuras 1 y 2 se incluyen los resultados de
degradacion térmica acelerada correspondientes a la
vacuna 3 cuando se la estudié mediante las pruebas de
NIH y CIE. Las pendientes de estas rectas representan
la velocidad de pérdida de actividad de la vacuna en
funcidn del tiempo cuando se mantuvieron a 4°Cy 37°C,
durante 4 semanas. En la Tabla 6 se muestran los valores
de las pendicntes de las rectas de regresidn de los tres
lotes de vacunas estudiadas y se incluyen los valores de
la constante de degradacién k que se obtiene al dividir
la pendiente de la recta a 37°C por la pendiente de la
recta a 4°C correspondientes a cada prucba - NIH o CIE

TABLA 4

Resultados de las pruebas de potencia N1l y CIE obtenidos cuando se
controlaron sicte muestras de un lote de vacuna antirrébica BHK-PV-
BEI a distintos niveles de concentracién.

Parimetros Concentracién de La Vacuna (x veces)

de la prueba

5 10 20 40 80 160
DESO-NIH 1:10 1:59 1:97  1:180 1:743 1:1380
Titulo CIE 1:2 1:8 1:16 1132 1:32 164

y = 0.825 + 1.173 x: r= 0.936 p<0.01
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TABLA 5
Resultados de reproducibilidad de la técnica de CIE obtenidos cuando se controlaron nueve lotes de vacunas
anltirrdbicas en cinco pruebas independientes.
Titulos por CIE
Vacuna Niimero de Prucbas 1 2 3 4 5 Media Geométrica DE*
CRL-1 4 1:2 12 1:2 1:2 ND 12 0.000
CRL-2 5 1:4 12 1:2 1:2 1:2 1:2.4 0.151
CRL-3 S 1:4 12 1:4 12 1:4 1:3 0.165
BIK-PV-BEI 5 1:8 1:16 1:16 1:8 1:4 1:9 0.252
CRL - 4 5 1:16 1:18 1:16 1:16 1:16 1:16.4 0.022
CRL-5 5 1:16 1:16 1:16 1:32 1:16 1:18 0.135
NIL,- PM 5 1:512 1:512 1:512 1:512 1:256 1:377 0.300
CRL -R 5 1:128 1:128 1:256 1:128 1:128 1:122 0.026
BHK -R 5 1:4 1:4 1:4 1:4 1:8 1:5 0.135

* DE : Desviacién estandar (log 10)

- para una misma vacuna. Esta constante representa al
aumento de la pérdida de actividad de la vacuna a 37°C
conrespecto a la temperatura 6ptima de almacenamiento
(4°C). Para los tres lotes de vacunas los valores de k en
la prueba de CIE fueron mayores o iguales a los
correspondientes en la prucba NIH.

DISCUSION

Los datos obtenidos en esto estudio confirman que
la técnica de CIE es una prueba in vilro practica y
confiable para evaluar el contenido de antigeno de las
vacunas antirrabicas de cerebro de ratén lactante y cul-
tivo celular.

La concentracién de antigenos en las vacunas
antirrdbicas se ha expresado de distintos modos segun la
prueba in vitro utilizada. Asi, la DES0 se emplea para la
prueba de unién antigeno-anticuerpo; el contenido de
glicoproteinas (ug/ml) se calcula por la prucba de

Figueal
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inmunodifusion radial y la determinacion de la potencia
relativa mediante la técnica de lineas paralelas en la
prucba de ELISA*'*?*_ En esto estudio la determinacion
de la potencia relativa, descrita en materiales y métodos,
mostrd una correlacién altamente significativa con el
titulo de las vacunas segin la CIE. Esto indicaria la
viabilidad de emplear este tipo de operaciones mateméa-
ticas para relacionar pruebas in vitro e in vivo®.

La buena correlacion entre las pruebas de CIE y
NII se podria atribuir al uso de vacunas de referencia
y sueros indicadores homélogos, preparados con cepas
virales presentes en las vacunas a controlar. Se ha
demostrado que los reactivos heterélogos pueden afectar
la potencia obtenida en algunas pruebas in vitro'™".

El Comit¢ de Expertos de la OMS en Rabia
recomendd en su Séptimo Informe que se adoptara el
valor antigénico minimo de 1.3 Ul para las vacunas
antirrdbicas de CRL de uso humano y 1.0 UI para las

Figura 2
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Fig. 1 - Ensayo de Degradacion Térmica Acelerada Prueba NII - Fig. 2- Ensayo de Degradacién Térmica Acelerada Prueba CIE -
Vacuna 3 Vacuna # 3
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TABLA 6

Resultados de los Ensayos de Degradacién Térmica de tres lotes de
vacunas antirrdbicas de Cerebro de Ratén Lactante, Regresion Lineal.

37°C 4°C k
Vacunas NIH CIE NIH  CIE NItI CIE
1 -0.379 -0361  -0.262 -0.090 145 4.00
2 -0.558 -0.291  -0.341 -0.090 1.64 322
3 -0.178 -0.321  -0.070 -0.120 254 267

k: Cociente entre las pendientes de las rectas de regresién del Ensayo de
Degradacién Térmica a 37 y 4° C respectivamente.

vacunas de uso veterinario®. Las autoridades nacionales
de control de la mayoria de los paises dc América Latina
y el Caribe utilizan la prucba de potencia de NI y atn
aceptan 0.3 Ul como requisito minimo de potencia para
liberar las vacunas antirrdbicas. La evaluacion por las
pruebas de CIE y NIH de 124 lotes con valores inferi-
ores, idénticos o superiores a 0.3 Ul demostré que las
vacunas antirrdbicas deberian tener como minimo un
titulo de 1:4 en la prueba de CIE para cumplir con cl
requisito de potencia de la prueba NIH. En cste estudio
las DESO-E calculadas sobre la base del titulo arriba
mencionado oscilaron entre 1:20 y 1:39, valores
semejantes a los que obtuvieron otros autores cn la
prueba NIH cuando evaluaron vacunas antirrdbicas de
distinto origen®™*.

Sc han utilizado diferentes métodos para producir
vacunas antirrabicas concentradas en cultivo de tejido'.
Nuestros resultados mostraron también que la prucba de
potencia por CIE se puede utilizar con éxito para seguir
el proceso de concentracién de las vacunas y determinar
un punto final que estuvicra de acuerdo con ¢l valor
antigénico deseado en la prueba de potencia NI, tal
como lo sugiera BARTH et al. para la prucba de UAA
modificada’.

En este trabajo, los titulos por CIE de las vacunas
CRL, BIIK y CIE-R mostraron un bajo grado de
variabilidad. Con la prueba de CIE sc obtuvieron resul-
tados mas reproducibles que con la prueba de NIII, la
que en nuestro laboratorio recientemente mostré un
coeficiente de variacion de 17,5%’.

La situacion de la rabia cn los paises en desarrollo
de las Américas y de otras partes del mundo hace que sea
necesario disponer de vacunas estables, pucslo que
94.2% de todos los fratamientos se administran en
regiones de clima tropical '.
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Para demostrar la estabilidad de las vacunas
antirrdbicas liofilizadas la Organizaciéon Mundial de la
Salud recomicnda utilizar una prueba de degradacion
térmica acelerada®. Tanto la vacuna CRL con un 2-3%
de humedad residual, como distintos tipos de vacunas en
cultivo de tejido conservaron, en estado liofilizado, su
potencia antigénica a 37°C durante 24 meses y aun mas.
Sin embargo, por su menor costo, las vacunas liquidas
sigucn sicndo ampliamente utilizadas a pesar de que a
4°C la potencia tiende a disminuir lentamente en el curso
de su vida util y a temperaturas mas altas declina con
rapidez®'%,

La técnica de CIE asi como otras pruebas in vitro
ya mencionadas poscen sensibilidad suficiente para de-
tectar ¢l deterioro de los antigenos de las vacunas en
prucbas de degradacion térmica acelerada'®?, Los datos
de esto trabajo demostraron que la prueba CIE tiene
igual o mayor sensibilidad que la prueba de Potencia in
vivo (NIH) para el estudio de la estabilidad de las
vacunas antirrabicas liquidas de distinto origen.

Los resultados gencrales aqui presentados indican
que la CIE es un método adecuado para el control de
calidad durante el proceso de claboracién de distintos
tipos de vacunas antirrdbicas inactivadas.

SUMMARY

Evaluation ot the Counterimmunoclectrophoresis
technique to determine the antigenic potency of
antirrabic vaccines

The method recommended by the World Health
Organization (WHO) for the potency assay of human
and animal rabies vaccines as final product is the NI
test. Some in vitro techniques have been proposed for in
process testing and supplement the in vivo test
mentioned above.

This paper presents the results obtained when using
a counterimmunoelectrophoresis (CIE) techniques to
determine the antigens content in samples of 84 and 40
samples of lots of suckling mouse rabies and tissue
culture rabies vaccines, respectively.

The evaluation of rabies vaccines under, at, near
and up to 0.3 Ul by the NIH and CIE tests showed that
for practical use, a CIE titer of 1:4 would match the
minimum of NIH potency test requirement. Low degree
of CIE test variability within our laboratory was
observed, when two working reference and 7 lots of
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rabies vaccines from different origin and activity were
tested in five independent assays. All titres fell within
one double dilution what is an indication of its
reproducibility.

Good sensitivity 1o detect antigen deterioration in
thermal degradation test was observed when samples of
3 lots of liquid suckling mouse rabies vaccine were held
stored at 4°C or at 37°C for 4 weceks and assays by CIE
and NIH tests. Finally, CIE test could apply by
manufactures to follow the concentration procedures to
determine the final end point which could match a
desired antigenic value in the NIH potency test.
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