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CONTROL DE INOCUIDAD EN VACUNAS ANTIAFTOSA HIDROXIDO-SAPONINADAS
MEDIANTE LA ELUCION Y CONCENTRACION DEL ANTIGENO

A. Alonso Ferndndez' ; M.S. Sondahl* ; D. Abaracon® ; Maria E. Ferreira

RESUMEN

Se describe un método de contrel de inocuidad
de vacunas antiaftosas hidroxido de aluminio sapo-
ninadas. El antigeno fue eluido del hidroxido de
aluminio mediante el tamp6n Matheka, seguida-
mente fue concentrado con polietilenglicol y des-
pués fue inoculado en células BHK cutltivadas en
botellas de Roux. Con cada serie de vacuna fueron
inoculadas tres boteflas de Roux con 1 ml de antf-
geno eluido y concentrado, lo que representa un
total de 150 ml de vacuna. ’

INTRODUCCION -

Los controles de inocuidad de las vacunas de
fiebre aftosa preparadas con antigeno inactivado
"y adsorbido en hidroxido de aluminio se efectGan
en bovinos (6}, en ratones lactantes (7) y en culti-
vos celulares (7, 3 'y 4). Actualmente, a pesar de
considerarse la prueba en bovino como la de refe-
rencia {6), son méas usados los cultivos celulares,
prefiriéndose la inoculacién del antigeno eluido
del hidr6xido de aluminio {3, 5 y 9) en vez de la
" vacuna integral, ya que ésta contiene habitualmen-
“te sustancias téxicas para las células.

El presente trabajo describe los resultados de
pruebas realizadas para detectar virus infectante
en vacunas antiaftoaftosa preparadas con antigeno
inactivado, adsorbido en hidréxido de aluminio,
a las que ademds se agregd saponina. Para tal fin,
se contaminaron vacunas con virus de la fiebre af-
tosa, se eluyd el antigeno con la solucién de Ma-
theka, se concentré con polietilenglicol (PEG) vy
se inocul6 en células IBRS-2 y BHK,,, Clon 13.
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MATERIALES Y METODOS

‘Vacuna

Fueron usadas vacunas elaboradas con antigeno
obtenido en células BHK, ;, Clon 13, cuttivadas en
suspension, inactivado con BE1 (2) y adsorbido en
hidréxido de aluminio. Ademds, cada m! de vacuna
terminada tenfa un miligramo de saponina.

‘Contaminacion de la vacuna

A 7 frascos de vacuna fueron aRadidas 10°2,

102, 1022, 102, 10%2, 1052, 0 10°2 dosis
- infectantes 50% cultivos celulares por ml (D15 ,CC/

mt) de vacuna, de la cepa C; Indaial-Brasil/71
adaptada a células: BHK,,, Clon 13. La vacuna
contaminada fue mantenida a 4°C durante 4 dfas.

Elucién y concentracion del antfgeno

Al sedimento de 200 m! de cada vacuna conta-
minada o normal, obtenido por centrifugacion a
1.000 g durante 10 minutos a 4°C, fueron agrega-
dos 20 ml de la solucién de Matheka (85 ml de
0,33M de Na H POa 2H20 més 15 ml de 0,33M
KH2PQO4, pH 7,5) (8). La mezcla después de man-
tenida en agitacién suave durante 45 minutos a
4°C fue centrifugada en las condiciones indicadas
anteriormente y se recogi6 el sobrenadante. Al se-
dimento se le volvié a afiadir 20 ml de la solucién
Matheka para hacer una segunda elucién. A los 40
ml de sobrenadante obtenidos en los dos trata-
mientos, fueron agregados 8% p/v de PEG 6000 M.
La mezcla después de mantenida en agitacion sua-
ve por 3 horas, fue centrifugada a 4°C durante 10
minutos a 8.000 g. El sedimento fue resuspendido
en 4 ml de medio Eagle sin suero.
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Inoculacién en botslias de Roux

E| antfgeno eluido y concentrado de cada frasco
de 200 ml de vacuna fue inoculado en tres botellas
de Roux con monoestrato de células BHK;,, Clon
13 de 48 horas, a razén de 1 ml por botella. Cuan-
do a las 48 horas de incubacién a 37°C no se ob-
servd efecto citopdtico, se realizé un segundo pa-
saje, inoculando una nueva botella de Roux con
10 mil de una mezcia del sobrenadante de las tres
botellas, después de haber sido congeladas y des-
congeladas. Ante ausencia de efecto citoptico
después de 48 horas de incubacién se realizé el
tercer pasaje. Los cultivos celulares de los tres pa-
sajes fueron examinados por fijacién del comple-
mento.

Titulacién en microplacas

E! virus afladido a la vacuna, el sobrenadante de
ésta, el antigeno eluido y el mismo eluido y con-
centrado fueron titulados en cultivos celulares.
Las diluciones de 10! a 10°® fueron inoculadas,
cada una, en 8 cavidades de placas de microprueba
que tenfan camadas de células 1BRS-2, Clon 17, de
24 horas. En cada cavidad fueron afiadidos 0,1 ml
de la dilucién correspondiente. Seguidamente las
microplacas fueron cubiertas con una placa de vi-
drio y colocadas en una estufa de CO2 a 37°C.
Transcurridas 48 horas de incubacion, las placas
fueron teftidas y fijadas durante 15 minutos con
una solucidn acuosa con 10% de formalinay 0,1%
de cristal violeta. Todas las cavidades que presenta-
ron efecto citopético parcial o total fueron consi-
deradas positivas. El titulo final 50% fue calculado
por el método de Spearman-Karber y expresado en
DisoCC/ml.

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se indican las DIsoCC de virus
de la cepa C; Indaial-Brasil/71 agregadas por mi en
cada uno de fos 7 frascos (A, B, C, D, E, F,.G).
También se incluyen las Dis o CC/ml detectadas en
el sobrenadante obtenido por centrifugacion de
esas vacunas y en el antigeno eluido antes y des-
pués de concentrado con PEG.

CUADRO 1. Deteccién de virus activo en vecunas
contaminadas con virus de la fisbre aftoss

cepa C3 Indaial
DlsoCC/ml
Agregadas Enel Enel Enel
a la vacuna sobrenadante antigeno  antigeno
Vacuna por ml vacuna eluido concentrado

A 82 35 6,5 75
B 5,2 ™ 55 6,0
c 4,2 T 48 52
D 3,2 T 3.4 4,0
E 2,2 T T 28
F 1.2 T T 25
G 0,2 T T 1,7

2T (tulo infeccioso expresado en log 10.
broxicidad celular hasta I dilucién 107!,

Se observd que 0,1 mi de la fase acuosa de la
vacuna o del antigeno eluido con el tampén Ma-
theka era txico para las células IBRS-2 hasta en la
dilucién 10°t. La vacuna integral presentd el mis-
mo efecto. Sin embargo, 0,1 ml del antigeno elui-
do y concentrado 10 veces con PEG no tenfa toxi-
cidad para células IBRS-2 cultivadas en micropla-
cas. Igualmente 1 ml de ese antigeno tampoco fue
téxico para monocamadas de células BHK;,, Clon
13, cultivadas en botellas de Roux.

Ei antfgeno eluido y concentrado de cada una
de las siete vacunas contaminadas fue inoculado en
botellas de Roux con monoestratos de células
BHK,,, Clon 13, a razén de 1 mi por botslla. To-
das las vacunas fueron infectantes en el primer pa-
saje. La fijacion del complemento mostré que era
la cepa C; Indaial.

ldéntica experiencia fue realizada con tres vacu-
nas no contaminadas. Los antigenos eluidos y con-
centrados de estas vacunas fueron negativos en los
tres pasajes realizados.

DISCUSION

Los métodos clésicos de control de inocuidad se
basan en hacer 100 observaciones por la inoculs-
cién de 0,1 ml, ya sea en la lengua de bovinos (6),
en células (3) o en ratones lactantes (7). Cuando
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todas las observaciones son negativas, ain puede
haber 4,5% de in6culos positivos en |la vacuna con
una posibilidad de error de 0,01 (3). La seguridad
del método puede aumentarse considerablemente
elevando el niumero de observaciones o el volumen
de in6culo (7). La mejor manera para aumentar el
volumen del indculo es eluir el antigeno del hidr6-
xido de aluminio y después concentrarlo (9).

El procedimiento descrito en el presente traba-
jo reduce 200 m| de vacuna a 4 mi de indculo, es
decir, 1 m! de antigeno eluido y concentrado co-
rresponde a 50 mi de vacuna. Si se inoculan 3 bo-
tellas de Roux, a raz6n de 1 ml por botella, se
controlan en total 150 m! de vacuna, en vez de 10
ml usados en los métodos convencionales (3, 6 y
7).

Los datos del Cuadro 1 muestran que el titulo
de virus por mi del antigeno eluido y concentrado
es en media 10 veces mds que el de 1a vacuna con-
taminada. Esto, unido al aumento del in6culo, ha-
ce que el procedimiento estudiado sea unas 10 ve-
ces méas sensible que los métodos convencionales
para detectar virus infectante en las vacunas anti-
aftosas inactivadas hidroxido-saponinadas. Por
otro lado, la posibilidad de no detectar virus acti-
vo en una muestra de 1 ml de antigeno eluido y
concentrado de una vacuna infectante es de 0,03
para un P = 99%. Ademds tiene la ventaja de que
se elimina la toxicidad de la vacuna integral, del
sobrenadante y del antigeno eluido, aspecto de
gran importancia cuando se trabaja con vacunas
que contienen saponina.

. BAHNEMANN, H.G.
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