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EL USO DE LA ETILENIMINA BINARIA (BEI) COMO INACTIVANTE DE VIRUS DE
LA FIEBRE AFTOSA PRODUCIDO POR DIFERENTES TECNICAS SEMI-INDUSTRIALES

Daniel Abaracon' ; Homero Giacometti' ; Julio A. Mesquita®

RESUMEN

Se ensayaron vacunas antiaftosas producidas
con virus replicados en células BHK, por el método
Frenkel y por inoculacion de conejos lactantes.
Como inactivante se uso etilenimina binaria (BE!)
y las vacunas fueron probadas en bovinos por me-
dicion de anticuerpos circulantes mediante la prue-
ba del indice de seroproteccion. El comportamien-
to inmunolégico de las vacunas fue satisfactorio.

"No se observaron diferencias significativas cuando
se compard el inactivante BEl o N-acetiletilenimi-
na (AEIl).

INTRODUCCION

_ El uso de la etilenimina binaria (BEl) como
inactivante del virus de la fiebre aftosa (FA) re-
plicado en cultivos de células BHK fue descrito
por Bahnemann (2), gquien ademds compard la
.inmunogenicidad de vacunas inactivadas por BEI
y por N-acetiletilenimina (AE!) en cobayos'y bovi-
nos (3).

En el presente trabajo, las suspensiones viricas
obtenidas por el método de Frenkel, por inocula-
ci6n de conejos lactantes y por células BHK, fue-
ron inactivadas con BEl. Las vacunas preparadas
.con estos antigenos fueron almacenadas durante
un afio a 4°C vy se estudié su inmunogenicidad.

MATERIALES Y METODOS
Suspensiones viricas
La replicacion viral para produccién de las sus-

pensiones viricas usadas en las vacunas fue hecha
de acuerdo con las siguientes técnicas habitual-
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mente usadas en este laboratorio.
Cultivos celulares en botellas rolantes

Botellas cilindricas de 2 litros de capacidad
fueron sembradas con 300 ml de suspension de
células BHK21 C 13, a una concentracion de apro-
ximadamente 2,6 x 10° cél/ml. Estas células fue-
ron cultivadas en suspension, en medio de creci-
miento (M.C.) que consiste en medio de Eagle su-
plementado con 8% de suero bovino y 10% de cal-

. do triptosa fosfato (10). El cultivo se incub6 du-

rante 72 horas a 36°C en un aparato “Roller” que
gira a razén de 8 rotaciones/hora. Durante ese
tiempo se obtuvo una camada celular compacta. El
M.C. fue eliminado y sustituido por medio de
mantenimiento (M.M.)? que contenia la semilla de
virus. Esta semilla fue adaptada previamente a cre-
cimiento en cultivos celulares mediante 2 6 3 pases
en monocamada de botellas rolantes y usada a una
multiplicidad dptima de infeccidn previamente es-
tablecida para cada cepa de virus. El volumen de
M.M. se ajustd para que la concentracion fuese de
2,0 x 10° cél/ml. En 18 a 22 horas se logro el efec-
to citopatico con desprendimiento total de la ca-
mada celular. La suspension virica de cada botella
se recogié en un envase mayor, se ajusto el pH a
7,6 con buffer glicocola3 y se almacend a 4°C.

Cultivos celulares en suspensién

El cultivo de la suspension celular BHKz21
C 13 se realiz6 en tanques de acero inoxidable de
90 y de 220 litros, con agitacion magnética. La
concentracion celular de siembra fue de 6 x 10°

2Medio BHK21 sin suero bovino y con 30% de Tris
Buffer 0,2M a pH 7 6.

3 Buffer glicocola: Na(OH) 50,5 g; NaCl 104,0 g; glico-
cola 1580 g; agua dest. c.s.p. 1.000 ml; pH = 10,0.
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cél/ml. En 40-48 horas se obtuvo una concentra-
cion de 1,8 a 2,0 x 10° cél/ml. El cultivo fue en-
friado a 4°C vy se suspendio la agitacion para per-
mitir la sedimentacién celular. Pasadas 16 a 18 ho-
ras se elimind el l/quido sobrenadante que conte-
nia menos de 10° cél/ml y se reemplazd por M.M.
con la semilla de virus ya incorporada. La multipli-
cidad Optima de infeccion fue previamente estable-
cida para cada cepa de virus.

Las semillas de virus procedian de cultivos celu-
lares en monocamada y no requirieron adaptacion
a cultivos en suspension. En 18 a 24 horas se obtu-
vo un efecto citopatico casi total (recuento de cé-
lulas viables inferior a 10° cél/ml) y se enfri6 la
suspensién virica a 4°C.

Meétodo de Frenkel

Se siguio la técnica basica descrita por Frenkel
(5) y Frenkel y Dunne (7) y se us6 el medio de
cultivo descrito por Frenkel (6).

Los explantados epiteliales de lengua de bovino
se obtuvieron en un matadero cercano al laborato-
rio, inmediatamente después de sacrificados los
animales. Fueron usados en los cultivos durante las
primeras 6 horas de su extraccion.

Las semillas de virus fueron adaptadas en 3 a8
pases en cultivos de Frenkel. Los cultivos se reali-
zaron en volimenes de 2,5 litros en frascos agita-
dos continuamente en la incubadora a 36°C. El lo-
te de vacuna fue producido en un tanque de 25 li-
tros del tipo descrito por Frenkel y Dunne (7).

La duracion del proceso de cuitivo fue de 20-22
horas, seguido por enfriamiento a 4°C, trituracién
del epitelio en el propio medio de cultivo y centri-
fugacion para clarificar la suspension virica.

Conejos lactantes

Las suspensiones viricas para vacunas se prepa-
raron como fue descrito (7), inoculando conejos
lactantes de 3 a b dias de edad y utilizando sus car-
casas y visceras toraxicas.

Tratamiento de las suspensiones viricas

Tanto la suspension virica obtenida en cultivos
celulares como por el método Frenkel, después de

enfriada a 4°C, fue sometida a un tratamiento por
1% v/v de cloroformo bajo fuerte agitacion duran-
te 2 horas. Luego se dejé sedimentar a + 4°Cy el
sobrenadante fue separado del precipitado, que
contenia el cloroformo no disuelto y detritus celu-
lares. Después de clarificar el Iiquiro sobrenadante
por filtraciéon a través de placas Seitz K2, la sus-
pension virica quedo lista para ser inactivada. La
suspension virica obtenida de conejos lactantes fue
sometida a un doble tratamiento por cloroformo y
luego fue centrifugada y clarificada a través de pla-
cas Seitz K2.

Caracteristicas de las suspensiones viricas

Las caracteristicas de las suspensiones viricas
usadas en el presente trabajo se describen en el
Cuadro 1.

Inactivacion

En ensayos preliminares con suspensiones viri-
cas de las tres procedencias (células BHK, Frenkel
y conejos lactantes), se encontrd gue la cinética de
inactivacion no diferfa mayormente, de una sus-
pension a otra, siempre que no cambiaran las con-
diciones de pH, molaridad y temperatura
(Bahnemann, datos no publicados). De igual mane-
ra, la adsorcion previa del virus replicado en cone-
jos lactantes sobre hidréxido de aluminio, no mo-
difico su cinética de inactivacion.

Por tanto, todas las suspensiones viricas usadas
en este trabajo fueron inactivadas en la forma des-
crita por Bahnemann (2). Se prepard una solucién
0,1M de bromohidrato de bromoetilamina (BEA)
en hidréxido de sodio 0,2N y se coloco en bafio de
agua a 37°C por una hora, para que se operara la
ciclizacion de la BEA con formacion de la BE}
{bromoetilenimina). Esa solucion de BE| se agregd
a cada suspension virica previamente calentada a
37°C, a una concentracién final de 1% v/v para ob-
tener una concentracion de BE| 0,001 M. &l proce-
so de inactivacion continu6é durante 24 horas a
37°C bajo agitacion continua.

La inactivacién fue hecha sobre las mezclas
trivalentes de virus replicado en células BHK o
por el método Frenkel antes de ser adsorbidas
sobre AH{OH)3. La suspension trivalente de virus
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CUADRO 1. Caracter/sticas de las suspensiones viricas

N° de pases
Origen de la En mono- En sus- Fc? TICCb TIRLS
suspension virica Cepa de virus camada pension 3 MC'90°  50%/ml  50%/ml
(suspensién) 01 Campos 2 1 1/25 102'(’) -
BHK {monocamada) A24 Cruzeiro 4 - 1/25 108 'o -
{suspensién) C3 Resende 2 1 1/25 10° -
En Frenkel
01 Campos 8 1/15 1077 -
Frenkel A24 Cruzeiro 6 1/10 107'4 -
C3 Resende 10 1110 107 -
En conejos lactantes
Ot Campos 6 1712 107775 10°4°
Conejos lactantes Az4 Cruzeiro 3 115 108° 10° 5
C3 Resende 6 1/8 1083 1088

3Fijaci6n del complemento - 3 unidades C’ 90 minutos.
bTICC = Titulo infeccioso 50% para cultivo de células/ml.
CTIRL = Titulo infeccioso 50% para raton lactante/ml.

replicado en conejo lactante fue adsorbida sobre
Al(OH)s, antes de la inactivacién.

Una fraccion de la mezcla trivalente de virus re-
plicado en células BHK fue inactivada con AEI al
0,05% (0,006M) a 37°C durante 24 horas para
efectos de comparacion.

En todos los casos, después de inactivar la sus-
pensién virica y comprobar su inocuidad, se agre-
g6 una solucion de tiosulfato de sodio 1M a razén
de 1% v/v de la suspension virica para neutralizar
los residuos de BEI o AEI.

. Inocuidad

La inocuidad de las suspensiones viricas inacti-
vadas fue comprobada por la inoculacion de célu-
las BHK21 C 13, cultivos de 48 horas, en botellas
de Roux, usando M.C. con 10% de suero bovino
libre de anticuerpos de la FA (70). El M.C. fue re-
emplazado por M.M. y a cada una de cinco bote-
llas se agregd 3 ml de suspension virica inactivada
con o sin agregado previo de hidroxido de alumi-
nio. Los cultivos se incubaron a 36°C durante 48
horas y, después de ese periodo sin observar efec-
to citopatico, fueron agitados fuertemente para
facilitar el desprendimiento celular y de cada bo-

tella se tomaron 5 ml para sembrar un segundo
cultivo celular. El mismo proceso fue repetido 48
horas después para sembrar un tercer cultivo. Al
cabo de 48 horas sin observar efecto citopdtico,
se hizo una mezcla del Iiquido de cultivo de cada
botella del tercer pasaje para prueba de fijaci6n
del complemento, cuyo resultado fue negativo.

Vacunas ‘

Las vacunas fueron preparadas de acuerdo con
el siguiente detalle: 75% de la suspension trivalente
de virus OAC fue mezclada con 25% de hidréxido
de aluminio® al 2% de Alz 03.

El pH se ajust6 a 8,0 con buffer glicocola y el
antigeno fue adsorbido bajo agitacién. Luego se
dej6 sedimentar y se concentrd por eliminacién del
Jiquido sobrenadante, en forma tal que cada dosis
trivalente de 5 ml, luego del agregado de glice-
rina, solucidn de saponina y merthiolato, corres-
pondiera a: suspension virus O - 2 ml; suspen-
sion virus A - 2 ml; suspensién virus C - 2 mi;

4Preparado a partir de sulfato de aluminioe hidréxido
de amonio.
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AI{OH)3 - 2 ml; glicerina - 0,25 ml; saponina® -
1 mg/mi; merthiolato® - 1:30.000 de la mezcla
final, y buffer glicocola c.s.p. - pH 8.0.

Esta formulacion fue la misma en todos los ca-
sos, independientemente de la procedencia de la
suspension virica.

Vacunacion y evaluacién de la inmunidad

Cada vacuna fue ensayada a los 45 y 350 dias
después de su elaboracién, en lotes de 9 a 10 bovi-
nos de raza Hereford, de 21 a 23 meses de edad, a
la dosis de 5 ml por via subcutdnea. Los bovinos
fueron criados y mantenidos durante la prueba en
un establecimiento donde no se constatd fiebre af-
tosa en los Gltimos 12 afios y los grupos para cada
vacuna fueron escogidos por un procedimiento

SSaponin P3 - Food Industries Ltd. Bromborough
Port, Wirval, Merseyside L42-4SU, England.

6Thimerosal Powder, N.F. Lilly, Elly Lilly & Co.
Indianapolis, Ind. 46206, USA.

aleatorio. Los bovinos fueron sangrados a los 0
y 30 dfas postvacunacién. La inmunidad fue eva-
luada por medicién de anticuerpos circulantes por
fndice de seroproteccién (4).

RESULTADOS

El Cuadro 2 presenta la media aritmética de fos
indices de seroproteccion (ISP), asi como la expec-
tativa porcentual de proteccién (EPP). La EPP fue
superior al 90% en todas las vacunas almacenadas
durante 45 dfas, con excepcidon de la valencia O
de la vacuna con virus replicado en conejos iactan-
tes. No se observd diferencia entre los resultados
de las vacunas con virus replicados en células BHK
e inactivadas con BE{ o AEI.

En las vacunas almacenadas a 4°C durante 350
dias, se observaron valores de proteccién mas bajos
{Cuadro 2) pero todavia dentro de una faja razona-
ble de proteccion, con excepcion de las valencias O
y C de la vacuna elaborada con virus replicado en
conejos lactantes.

CUADRO 2. Vacunas antiaftosas conservadas durante 45 y 350d/as

Seroproteccién

Virus O Virus A Virus C
Origen del virus Inactivante 45 350 45 350 45 350
4,63° 2,48 4,68 2,48 4,62 3,38
Frenkel BE! 0,001M
94%b 83% 97% 85% 98% 94%
Coneios 2,60 1.1 5,40 4,11 4,35 2,0
'amniesc BE! 0,001M
78% 52% 99% 99% 93% 77%
3,95 2,95 5,75 4,50 5,40 4,32
BHK BEI 0,001M
96% 90% 99% 99% 99% 95%
4,02 2,41 5,60 4,20 5,11 3,56
BHK AE| 0,006M7
92% 80% 999% 97% 99% 91%

4Media aritrﬁétiea de los n'ndices de seroproteccién,

b Expectativa porcentual de proteccién. Gomes y Astudilio (9).

CInactivado después de adsorbido sobre Al{OH)3.
9Concentracién normal de uso.
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DISCUSION

La eficiencia inactivante de la BE! fue satisfac-
toria para las suspensiones del virus de la FA pro-
ducidas por cualquiera de los 3 métodos descritos
en el presente trabajo, lo que confirma observacio-
nes anteriores no publicadas.

Las vacunas fueron elaboradas de acuerdo con
un proceso de produccion similar al usado por la
industria, con suspensiones viricas no selecciona-
das especialmente y con muy moderada concentra-
¢cion (2 mi de suspension virica por valencia). Los
resultados demostraron una excelente proteccion
con vacunas de elaboracién reciente.

Los resultados obtenidos con las mismas vacu-
nas después de 360 dias de almacenamiento fueron
algo més bajos {Cuadro 2), sobre todo en la vacuna
" elaborada con virus replicado en conejos lactantes.

En el presente experimento no se observo dete-
rioro répido del poder inmunogénico de las vacu-
nas antiaftosas, como ha sido descrito por otros
autores (8, 71, 12} que trabajaron con otras cepas.

Entre las vacunas elaboradas con virus replica-
dos en células BHK e inactivadas con BE! o con
AE!l no se observaron diferencias significativas
(Cuadro 2), tanto con vacunas recién elaboradas
como después de 350 dias de almacenamiento.
Estos resultados complementan las observaciones
de Bahnemann et al. (2, 3) en experimentos reali-
2ados con vacunas inactivadas con BE! que no fue-
ron almacenadas antes de ser usadas.
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