111
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RESUMEN. El control de calidad de las vacunas contra la fiebre aftosa actualmente comprende
pruebas de esterilidad, inmunogenicidad einocuidad, pero no se hacen estimaciones de componentes
potencialmente alergénicos. Este articulo informa los resultados de un estudio para seleccionar las
condiciones 6ptimas de trabajo para la utilizacién de la cromatografia en capa fina (TLC) en la
determinacion de los niveles de penicilina, neomicina y polimixina en vacunas oleosas antiaftosa.
Se describen los procedimientos de eleccion para el quiebre de laemulsién y para extraer, purificar,
concentrar, identificar y cuantificar los antibiéticos. Se presentan los resultados obtenidos al
examinar por TLC una serie de vacunas oleosas antiaftosa disponibles comercialmente. Los
hallazgos se analizan en términos de la aplicacion de esta metodologia para el control de la calidad
de estos inmundgenos y para el estudio de las reacciones posvacunacién.

En general, los laboratorios de control de
vacunas analizan basicamente tres aspectos de los
inmunégenoselaborados en su esferade influencia.
En las vacunas antiaftosa, se utilizan pruebas de
potencia que exigen que los inmundgenos sean
capaces de proteger al 75 por ciento de los bovinos
a los 90 dias después de la primovacunacion, en
pruebas de descarga viral denominadas como
pruebas de generalizacién podal (5,20). Para
disminuir costos y prevenir la diseminacion
ambiental del virus, también se emplea la expec-
tativa porcentual de proteccion, estimada a partir
de pruebas de seroproteccion en ratones (9).
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El control de calidad de estas vacunas incluye,
ademas, pruebas de esterilidad realizadas mediante
la inoculacién de medios de cultivo para detectar
contaminantes microbianos que podrian afectar la
inmunogenicidad y estabilidad de las vacunas, o
bien infectar a los animales que las reciben.
Finalmente, se llevan a cabo pruebas de inocuidad
para prevenir el gran riesgo que representa una
vacuna que contenga particulas virales infecciosas,
asi como paraanalizar la tolerancia delos animales
a la vacunacion y revacunacion (/,2,5,10).

Desde los comienzos de la vacunacién
periddica contra la fiebre aftosa se han registrado
problemas posvacunales de diversa indole, que
incluyen reacciones locales o generalizadas com-
patibles con manifestaciones alérgicas (3,4,6-8,
11,13-16,19). Si bien su frecuencia parece ser de
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escasa significacion, estas pueden ocasionar
trastornos en algunas dreas circunscriptas. Sin
embargo, hasta el momento no se ha contemplado
la incorporacién de alguna prueba que permita
determinar los niveles de los componentes
potencialmente alergénicos en las vacunas. Esto
seria de interés para: establecer asociaciones entre
los valores de los distintos alergenos y la aparicién
y frecuencia de reacciones; definir los niveles de
estas substancias que son compatibles con la
ausencia o disminuci6n de 1as reacciones; mejorar
los procedimientos de control de calidad de vacunas
¥, por consiguiente, favorecer la marcha de los
programas de inmunizacion antiaftosa.

En este informe se describen los estudios
realizados a fin de disponer de un procedimiento
que permita determinar los niveles de antibidticos
endistintos lotes de vacunas antiaftosa. La decision
de dar prioridad a la evaluacién de estos agentes
antimicrobianos se fundamenté en que los mismos
constituyen uno de los componentes vacunales més
frecuentemente asociados (3,4,6,8,11,13-15,19) a
la aparicién de manifestaciones alérgicas.

MATERIALES Y METODOS

Dada la reconocida utilidad de la cromato-
grafiaen capafina (TLC)paraidentificary clasificar
antibidticos, separarlos en mezclas, y controlar su
pureza, se eligi6 este procedimiento para determinar
los productos contenidos en las vacunas, seguido por
el empleo de métodos quimicos de revelado para
localizar las zonas correspondientes a los distintos
antibidticos. La eleccion del procedimiento croma-
tografico se baso en su simplicidad y facilidad de
ejecucién; enque no requiere de instramental costoso,
y puede efectuarse con el equipamiento habitual de
un laboratorio microbiologico; en que cubre una
amplia gamade antibidticos, y susensibilidad permite
detectar pequefias cantidades; y en que no requiere
reactivos raros, peligrosos o costosos. Ademas, la
repetibilidad, reproducibilidad y especificidad del
procedimiento son adecuadas (17,18).

El enfoque consisti6 en seleccionar inicial-
mente las condiciones éptimas de trabajo para la
ejecucién de cada una de las cuatro etapas del
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proceso analitico, o sea: el quiebre de 1a emulsion;
la extraccion de los antibidticos; su purificacién/
concentracion; y finalmente, su identificacién y
cuantificacién por TLC.

Definidas estas condiciones, el procedi-
miento se aplicé para estimar los niveles de los
antibidticos presentes en algunos lotes de vacunas
antiaftosa sometidos por los productores a los
organismos oficiales de control de la Argentina y
de Colombia, que gentilmente los proveyeron con
este proposito.

Parala puesta a punto de estas cuatro etapas,
se usaron como patrones los antibidticos (/2)
comunmente agregados a las vacunas antiaftosa
disponibles en el mercado, especificamente los
siguientes: a) solucidn patrén de penicilina G
potasica de 1,00-0,50 y 0,25 mg/ml; b) solucién
patrén de sulfato de neomicina de 2,00-1,00 y0,50
mg/ml; c) solucidn patrén de polimixina B de
0,100-0,050 y 0,025 mg/ml.

Igualmente, se emple6 como referenciauna
vacuna antiaftosa oleosa, elaborada en la Planta
Piloto del Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
(PANAFTOSA). A esta vacuna, asi como a las
otras de PANAFTOSA empleadas en este estudio,
se le agregd las cantidades de 250 UI de penicilina,
0,56 mg de sulfato de neomicina, 125 UI de sulfato
depolimixina, y 6,2 ng de Fungizone por cada 5 ml
de vacuna (consistente de partes iguales de la
suspension de virus inactivado en medio de cultivo
celular, y de la fase oleosa).

Se consider6 prioritario optimizar el proce-
dimiento general de extraccién de los antibidticos
de la matriz de la vacuna antiaftosa empleada
como vacuna de referencia. A tal efecto, se
ensayaron procedimientos de extraccién en fase
liquidaa pH diferentes empleando diversos sistemas
debuferizacion. Igualmente, se ensayaron distintos
sistemas de purificacién del extracto acuoso de la
vacuna mediante particiones con solventes organi-
cos, y por desarrollo de TLC en sentidos opuestos
(desarrollo antiparalelo), y por desarrollo multiple
en el mismo sentido.

Originalmente se habia planteado que podria
ser promisorio el empleo del sistema de extracciéon
enfase acuosa, y 1a posterior purificacion mediante
desarrollo multiple por TLC. No obstante, las
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recuperaciones y la completa separacion de fases
no fueron satisfactorias al no lograrse el efectivo
quiebre de la emulsién con cloroformo. Asi, se
constaté la permanencia de una fase intermedia
muy estable y de extension variable, colocando al
sistema en el borde del limite de deteccion. Esto
implicaria trabajar con estandarizacién interna,
que por lo engorroso seria impractico, y necesitaria
buscar y seleccionar una sustancia adecuada para
ello. Sin embargo, estas dificultades se obviaron al
efectuar el quiebre de 1a emulsién con diclorometano
yla purificacién medianteextraccién enfase solida
(SPE).

Por otra parte, se procedié a concentrar los
extractos con el propdsito de alcanzar los niveles de
concentracién necesarios para el método de
visualizacién elegido. A tal efecto, se ensayé la
reduccion de volumen mediante concentracion
por arrastre con aire a baja temperatura, y por
destilacién azeotrépica (agua/etanol y agua/
acetona) también a baja temperatura, a fin de no
alterar la estructura de los antibi6ticos. Se hallé
que la concentracion de la fase acuosa mediante
arrastre con corriente de aire abaja temperatura era
mas efectiva para reducir el volumen del extracto
vacunal.

Con el propésito de optimizar el método
para separar por cromatografia los antibiéticos de
interés, se ensayarondiversos sistemasde desarrollo
sobre fase normal (siete mezclas de solventes
binarios, ternarios y cuaternarios) y uno sobre fase
inversa, concluyéndose que el mas adecuado erael
sistema en fase normal usando placas de silicagel
60. Se opté por una fase mévil cuaternaria para la
neomicina y polimixina, y un sistema binario para
lapenicilinay los antibiéticos relacionados. Debido
a las caracteristicas de estos grupos fue necesario
emplear diferentes reacciones de revelado, asi
como distintos sistemas de desarrollo croma-
tografico.

A fin de disponer de un procedimiento de
visualizacién acorde con el problema analitico
planteado, o sea, que permitiese alcanzar niveles
de deteccion de aproximadamente 2 pg de cada
antibiético, se ensayaron dos métodos para el
reveladodeplacas. Estos sebasaron enlaformacién
de compuestos coloreados (empleando azida
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sédica/l,, I /almidén o ninhidrina-4cido acético) y
en la formacion de derivados fluorescentes (por
derivatizacion con fluorescamina) para mejorar la
sensibilidad de la deteccién.

Sobre esta base, se seleccioné el revelado
conI/almidén parala detecciénde los antibi6ticos
de la familia de las penicilinas, y a Ia ninhidrina/
4cido acético para aquellos de las familias de la
polimixina y la neomicina. Ademas, se concluy6
que el correcto funcionamiento del sistema por
fluorescencia justifica su utilizacién como proce-
dimiento alternativo o complementario de la
coloracion.

Los antibiéticos se identificaron enbase asu
ubicacién en la placa respecto de su patrén
respectivo. A su vez, la cantidad de antibiético en
la mancha cromatografica se estim6 mediante la
comparacion visual contra los patrones corres-
pondientes.

La metodologia para la ejecucién del
procedimiento cromatogréficoelegido parala deter-
minacién de antibiéticos en vacunas antiaftosas se
describe en el cuadro 1. Ademas, los reactivosy los
materiales (/7) que se utilizan a tal efecto se
indican en los cuadros 2 y 3, respectivamente.

Una vez normatizado, el procedimiento,
cromatografico fue aplicado para determinar las
concentraciones de penicilina, polimixina y
neomicina, respectivamente, en 10 lotes de vacuna
antiaftosa oleosa. De éstos, siete fueron producidos
por empresas comerciales de la Argentina y de
Colombia, mientras que los tres lotes restantes
habian sido elaborados en la Planta Piloto de
Produccién de Vacunas de PANAFTOSA. Los
hallazgos sobre el particular se presentan en el
cuadro 4.

RESULTADOS Y DISCUSION

En general, se constat6 que los valores de
polimixina y penicilina registrados para todos los
lotes devacunas comerciales analizados resultaron
comparables a los de las vacunas elaboradas en
PANAFTOSA. En el caso de 1a neomicina, sin
embargo, lasituacion fue diferente. Asi, aunque las
tres vacunas dePANAFTOSA y seis delas vacunas
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comerciales se inscribieron dentro del mismointer-
valo de valores obtenidos para este antibiético, el
nivel de neomicina registrado para la restante
vacuna comercial (#3) fue marcadamente superior
aldetodaslasotras. Estos hallazgos se reprodujeron
de manera idéntica, en andlisis repetidos.
Esencialmente, estas observaciones demues-
tran que la TLC permite determinar los niveles de
antibidticos presentesen vacunasoleosas antiaftosa,
y que por su sensibilidad, reproducibilidad,
especificidad, sencillez y bajos costos se la puede
incorporar para el control de calidad de estos
inmundgenos. Su empleo para el anilisis del
producto final brinda informacion fidedigna que
podria ser utilizada para evaluar el proceso de
produccion. Asi, la deteccién de altos niveles de
antibidticos podria ser indicativo de la existencia
de problemas de contaminacién en la obtencién del
sustrato celular, y/o en la etapa de inoculacién de
particulas virales para la preparacion del antigeno

* La mencién de firmas comerciales o de sus productos se hace
con fines de identificacion y no implica su endoso por los
autores o sus respectivas instituciones.
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vacunal. La resolucién de estas dificultades puede
representar también un ahorro en los gastos
ocasionados por los antibidticos agregados durante
la produccién del inmunégeno, asi como el logro
de un producto de mejor calidad. Ademis, la
disponibilidad de informacién sobre los antibiéticos
presentes en los distintos lotes de vacuna aplicados
en el terreno ofrece la posibilidad de evaluar su
relacién con las reacciones posvacunales con las
que podrian estar asociados.

Por otra parte, los hallazgos del presente
estudiotambién sugierenla convenienciade ampliar
el espectro de los agentes antimicrobianos que se
pueden detectar en vacunas antiaftosa por TLC
para un control de calidad mas completo. Debido
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a su asociacion con reacciones posvacunales en el
pasado (3,13,14,15), la determinacion de estrep-
tomicina y también del Merthiolate en vacunas
antiaftosa se considera de particular interés para
nuestros laboratorios.
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Informacién

La Comision Sudamericana para la Lucha contra la Fiebre Aftosa (COSALFA), integrada por los Directores de
Salud Animal de los paises de América del Sur, se reline anualmente y sirve de cuerpo asesor para el Director de
PANAFTOSA. Es el organismo de promocidn, coordinacion y evaluacion de los programas nacionales, proyectos
subregionales y convenios de frontera de los paises de la Region, en materia de fiebre aftosa y otras enfermedades vesiculares.

En marzo de 1985, la COSALFA fue institucionalizada por los Ministros de Relaciones Exteriores de los paises
de América del Sur como Comisién Permanente Subregional, actuando el Ministerio de Relaciones Exteriores del Brasil
como depositario del Convenio. Tiene también como funcién la adopcion de normas y medidas para evitar la introduccion
de enfermedades exoticas en América del Sur.

Anuncio

Reuniones de la Comision Sudamericana para la Lucha contra la Fiebre Aftosa (COSALFA)
Todos los afios se realiza una Reunion de los paises miembros de la COSALFA donde se
discuten asuntos relacionados al combate contra la fiebre aftosa.

Previamente se realiza un Seminario con un tema seleccionado en el Seminario del afio anterior.

1993 - XX Reunion de la COSALFA. 25 y 26 de marzo de 1993, Montevideo, Republica Oriental del Uruguay
Seminario Internacional sobre Erradicacién de la Fiebre Aftosa, sus Fundamentos Técnico-Administrativos y sus
Consecuencias en ¢l Comercio de Animales, Productos y Subproductos de Origen Animal. 22 al 24 de marzo de 1993.

1994 - XXT Reunion de la COSALFA. 14y 15 de abril de 1994, Lima, Pera
Seminario Internacional sobre los Sistemas de Atencidn de la Salud Animal ante los Cambios en el Papel del Estado y de
la Comunidad. 11 al 13 de abril de 1994.






