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VACUNAS CONTRA LA FIEBRE AFTOSA CON VIRUS PRODUCIDO EN CULTIVOS
CELULARES CON SUERO BOVINO TRATADO POR POLIETILENGLICOL (PEG)*

Daniel Abaracén**, Homero Giacometti**

COMUNICACION PREVIA

Barteling (4) describi6é el uso de PEG en
suero de bovinos vacunados contra la fiebre
aftosa (FA), para precipitar los anticuerpos y
otros elementos inhibidores de la replicacién
del virus. Este autor utilizé suero en varias
concentraciones en el medio de cultivo para
crecimiento de células BHK-21 en suspensién
y encontré que su efecto como elemento pro-
motor de crecimiento celular es casi igual al
efecto del mismo suero sin tratar con PEG.
También informé que fue posible inocular con
virus células que desarrollaron en medio de
cultivo con suero tratado con PEG, sin cambio
de medio, lo que simplifica el proceso de pro-
duccién de antigeno (4).

En nuestros ensayos preliminares con el
uso de sueros tratados con PEG en cultivos
celulares, hemos estudiado tres aspectos:

a) Eliminacién de los anticuerpos en sue-
ros de bovinos faenados en mataderos de re-
giones donde la FA es endémica.

b) Crecimiento celular utilizando suero de
una misma partida de la cual una fraccién fue
tratada con 8,0% de PEG y otra fraccién no
fue tratada.

¢) Produccién y ensayos de eficacia
de vacunas inactivadas preparadas con virus
replicados en células BHK-21 Clon 13 en sus-
pension, en medio sin suero y suero tratado
con PEG.

La tabla 1 muestra los titulos neutralizan-
tes (7) antes y después del tratamiento con
PEG. Los resultados son similares a los ob-
tenidos con otras partidas de sueros.

En cultivos celulares en suspensién no
hemos encontrado diferencias en el crecimien-
to celular usando ambas fracciones.

Ya hemos incorporado a nuestra rutina de
trabajo el uso de sueros tratados con PEG pa-
ra todos los cultivos celulares destinados a
titulaciones de virus y a pruebas de ausencia
de infectividad de virus en vacunas inactiva-
das. La susceptibilidad de estos cultivos al
virus de la FA es superior a la de los culti-
vos celulares producidos con los mismos sue-
ros sin tratar por PEG.

Se prepararon 2 vacunas trivalentes con-
forme a la técnica cldsica con suero normal,
enfriamiento, sedimentacién, resuspension de
células e infeccién con virus (vacuna A) y
con virus replicados en cultivos celulares
sin enfriar, en su propio medio de crecimiento
conteniendo 5,0% de suero bovino tratado por
PEG (vacuna B).

En ambas técnicas se usaron las mismas
semillas de virus a la misma multiplicidad de
infeccidén y los virus producidos fueron so-
metidos al mismo tratamiento con cloroformo
al 1,0% bajo fuerte agitacion, clarificacién
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por placa Seitz K2, e inactivacion por etile-
nimina binaria (BEI) (1 y 2).

Las vacunas se prepararon en la siguiente
forma: las suspensiones viricas monovalen-
tes, cuyos titulos infectante 50%/ml y fijador
del complemento figuran en la Tabla 2, des-
pués de inactivadas y sometidas a pruebas de
no infectividad, se mezclaron en forma triva-
lente vy se les agregd hidrxido de aluminio
(al 2,5% Al,03). Después de dejar en agita-
cién por algunas horas, se dejé sedimentar
el hidréxido de aluminio y se elimind el liqui-
do sobrenadante en cantidad suficiente para
que cada dosis de vacuna trivalente de 5,0
ml contuviera el equivalente a: a) 2 ml de
suspensién virica de cada tipo; b) 2 ml de
Al(OH)3; c) 5 mg de saponina Ps% d) 0,25
ml de glicerina neutra y e) merthiolate Lilly
a una concentracidén final de 1:30.000.

La proteccién conferida por ambas vacunas
se evalué por indice de seroproteccion (ISP)
(6) en 20 bovinos de 15 meses de edad, de

* Food Industries Ltd. Walton on Thames,

Surrey, England.

raza Hereford, no vacunados y libres de an-
ticuerpos contra la FA antes de la vacuna-
cion. Estos animales fueron criados y man-
tenidos durante la prueba en un estableci-
miento donde no se ha comprobado casos de
FA por mas de 12 afios. Los bovinos identi-
ficados con los numeros 1 al 9 se vacunaron
con vacuna A producida por el método cla-
sico (Tabla 3) y los numerados 10 al 20 con

vacuna B producida con suero tratado con
PEG (Tabla 4).

No se observé diferencia significativa en
ambos grupos tanto en porcentaje de animales
considerados protegidos (ISP 32,0) sobre el
total, como en las expectativas porcentuales
de proteccidn seglin Gomes y Astudillo (8).

La conclusién preliminar es que el trata-
miento de suero con PEG se muestra muy
promisorio para la produccién industrial de
vacunas con virus replicados en cultivos ce-
lulares en suspension. Los cultivos celula-
res pueden ser inoculados con el virus en el
momento Optimo del crecimiento celular, sin
pasar por las etapas de enfriamiento, sedi-
mentacion y substitucion del medio de creci-
miento celular por medio sin suero. La eli-
minacién de estas etapas del proceso ofre-
ceria grandes ventajes industriales, por au-
mento de capacidad de la planta instalada ya

TABLA 1 - Titulos neutralizantes contra el virus de la fiebre aftosa
de suero antes y después del tratamiento con PEG

Antes de tratado?®)

Después de tratado®’

Tipo de Virus
0y Aoy Cs
3,1% 3,1 3,0
0,8 0,5 0,8

* Microneutralizacién en células IBRS-2 (7).

a) Suero centrifugado y filtrado por placas Seitz EKS.
b) El mismo suero tratado con 8,0% de PEG por 1 hora a 4° C,

centrifugado y filtrado por placas EKS.
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TABLA 2 - Caracteristicas de los antigenos producidos en células BHK-21
en suspension con el método convencional Y con suero tratado por PEG

Titulos del antigeno

Tipo de
Virus CCDIso%/ml* FC*
Vacuna A?}
0, 1072 1/10
Aoy 107,2 1/11
Cs 1073 1/12
Vacuna BP)
0, 107,5 1/13
Aoy, 1074 1/14
Cs 107'3 1/12

* 50% dosis infectante por cultivo celular,

* %

3 unidades de complemento y 90 minutos contacto suero y virus,

a) Procedimiento convencional con suero normal,

b) Procedimiento ensayado con suero tratado por PEG,

que los tanques serian ocupados por un menor
tiempo para cada ciclo de produccién de virus,
por economia de medio de cultivo, y por ahorro
de células que siempre se pierden o afectan
parcialmente en su vitalidad en los procesos
de enfriamiento y resuspensién.

En la preparacién de vacunas con antige-
nos producidos con células en suspensién
por el método convencional siempre quedan
cantidades residuales de suero. Esas peque-
flas cantidades de suero desnaturalizadas
por la accién de formalina durante el proceso

de inactivacién de las vacunas, han sido fac-
tores desencadenantes de severas reacciones
alérgicas de tipo inmediato en bovinos sen-
sibilizados (5). Por esa razén consideramos
que se deberia usar inactivantes como el BEI
que no tendria accidén sobre el suero (3). Es
de fundamental importancia determinar si una
vacuna cuya suspension antigénica contiene 5,0%
de suero bovino, podria actuar como sensibili-
zante para futuras vacunaciones.
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TABLA 3 - Indices de seroproteccidn de los bovinos 28 dias postvacunacién
con vacuna producida por el método convencional

Bovino N2 Tipo de Virus
0, Aoy Cs
1 3,3 5,3 3,8
2 3,5 4,5 4,3
3 4'5 514 By 4,0
4 3,0 1,8 2,5
5 2,3 2,8 2,1
6 2,3 4,2 2,0
7 >5,5 >5,8 4,9
8 >5,3 >5,8 5,0
9 4,8 2,7 4,9
Valores >2,0 )
sobre el total 9/9 8/9 9/9
Expectativas .
de proteccién 95% 3% 95%
TABLA 4 - Indices de seroproteccion de los bovinas 28 dias postvacunacion
con vacuna producida por el método de suero tratado por PEG
Bovino N Tipo de Virus
01 A24 C;;
10 2,3 3,5 1,3
11 > 5,3 4,8 4'4
12 4,5 2,8 2,3
13 2,8 5,0 54,0
14 53 4,3 34,5
15 2,3 4,3 2,0
16 2,1 5,5 1,8
17 $5,5 55,8 34,5
18 5,0 35,3 5,0
19 55,3 5,5 S 4,6
20 55,3 3,8 a6
Valores >2,0
sobre el total 11/11 11/11 9/11
Expectativas 95% 95% 90%

de proteccién
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