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PREFACIO

Al establecer la meta de “Salud para Todos en el Afio 20007, la Organi-
zacidn Mundial de la Salud y en particular la Organizacién Panamerica-
na de la Salud y los paises de la regién americana adquirieron el com-
promiso de propiciar las condiciones para que todos los hombres y
mujeres alcancen un grado de salud que les permita llevar una vida so-
cial y econémicamente productiva. Esta meta no solamente involucra
el fortalecimiento y promocion de los servicios de salud, sino que ade-
maés es indispensable para la integracién con otros sectores, a fin de al-
canzar los objetivos de aliviar la pobreza de los pueblos del continente.

Las actividades de salud animal estdn intimamente ligadac con la
salud humana porque comparten las metas de proteger, fomentar y
mejorar la salud para el bienestar de los seres humanos.

Esta estrecha relacién se deriva de los sufrimientos humanosy de la
mortalidad causadas por las principales zoonosis (las enfermedades que
los animales transmiten a los seres humanos) incluyendo la Fiebre afto-
sa, y las pérdidas econdmicas y sociales ocasionadas por estas enferme-
dades. Ademds, el hombre depende del animal para su desarrollo socio-
econdémico.

La industria pecuaria, entonces, adquiere una relevante importancia
en nuestros paises. Esto se deriva del hecho de que ella proporciona una
fuente de proteina, como la carne y la leche, indispensables para la nu-
tricion de la poblacién que cada vez estd mds consciente de estas nece-
sidades. Asimismo, su importancia radica en el gran potencial que tiene
para proporcionar oportunidades de trabajo a diversos niveles. También,
a través de la comercializacién de los productos ganaderos, se obtendrdn
fuentes econdmicas adicionales de ingreso, necesarios para el desarrolio
integral de los paises.

Se estd observando que la creciente poblacién del mundo consume
cada vez mds proteina a un ritmo mds acelerado que el de su produc-
cidn, credndose asi una crisis proteica que requiere una pronta atenciéon
por parte de los organismos de salud y agricultura de los gobiernos.

En el transcurso de los afios, los Gobiernos Miembros de 1a Organi-
zacidbn Panamericana de la Salud han reconocido la estrecha vinculacion
entre salud animal y salud humana incorporando la salud puablica vete-
rinaria en sus programas generales de cooperacion técnica en las Ameéri-
cas, mediante la colaboracién especial del sector salud y del agricola.
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América Latina posee un extraordinario potencial para el desarrollo
d? la ganaderia, afirmédndose que existen més de 500 millones de hec-
tdreas de tierras aptas para su produccién. Sin embargo, existen multi-
ples factores que limitan la produccién y productividad de los rebafios
v ’el uso adecuado de la tierra productiva. En este sentido, la capacita-
ci6én de recursos humanos para administrar el potencial pecuario se tor-
na en una inminente necesidad. Asi, la Organizacién Panamericana de
la Salud y el Banco Interamericano de Desarrolio, a través de un Progra-
ma de Adiestramiento en Salud Animal para América Latina (PROASA),
dieron inicio a este proceso mediante la capacitacién de profesionales,
que una vez debidamente capacitados, constituirdn la masa critica para
instrumentalizar un proceso continuo de capacitacidn en sus paises.

Este proceso se complementa ahora con estos manuales de referen-
cia, basados en los materiales didacticos utilizados para los cursos que
se realizaron durante el programa. La informacién en ellos contenida es
sumamente importante, debido a ser _iuy limitada su disponibilidad
en el idioma espafiol y por incluir informacién de los propios paises.
La finalidad promordial de estos manuales es facilitar el proceso de ins-
titucionalizacién de la capacitacion en los diferentes paises, y asi
lograr una mayor amplitud en la transferencia de tecnologia que este
Programa se ha propuesto.

Por estos motivos, tengo el agrado de hacer la presentacion de esta
serie de manuales que representan el acopio de conocimientos y expe-
riencias profesionales latinoamericanas en el campo de la cornunicacién
social, cuarentena, administracion de programas, epidemiologia e inmu-
nizacion contra la Fiebre aftosa. Espero que dichos manuales repercu-
tan positivamente en la buisqueda de soluciones para los problemas de
la salud publica veterinaria v salud animal, contribuyendo asi a la salud
y bienestar de los habitantes de las Américas.

Carlyle Guerra de Macedo
Director

PROGRAMA DE ADIESTRAMIENTO EN SALUD ANIMAL
PARA AMERICA LATINA (PROASA)

Antecedentes

La ganaderia en las Américas constituye un importante sector de la
economia agropecuaria, no sdlo como fuente de alimento para la po-
blacion, sino que también representa para muchos paises una de las
principales fuentes de divisas, debido a los grandes volimenes de carne
y subproductos de la misma que se exportan. Si bien existen muchos
factores que limitan la produccién de alimentos de origen animal, se
considera que las enfermedades constituyen uno de los principales
obstdculos para incrementar la produccién ganadera por unidad, espe-
cialmente cuando se trabaja con razas especializadas y de buen caudal
genético. A pesar de los esfuerzos realizados por paises e instituciones
regionales e internacionales en el campo de la sanidad agropecuaria en
América Latina, la magnitud del problema y el tiempo que se requiere
para obtener mejores rendimientos hacen que la situacién deba ser
atendida con prioridad, con base en los estudios y evaluaciones que han
seflalado las principales insuficiencias en los servicios veterinarios de los
paises.

La significacion econdmica y social de los problemas vinculados a
la Sanidad Animal en América Latina ha originado acciones de cierta
amplitud en el campo de la cooperacién financiera y técnica a la region,
principalmente por parte del Banco Interamericano de Desarrollo (BID),
la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) y el Organismo Inter-
nacional Regional de Sanidad Agropecuaria (OIRSA) que han sido
pioneros en este campo. Estos esfuerzos se encaminan hacia cuatro ob-
jetivos principales: a) prevenir la introduccién de enfermedades ex6ticas
a sus territorios; b) controlar aquellas enfermedades que son de cardcter
endémico en los paises; c) erradicar aquellas enfermedades para las cua-
les la tecnologia moderna haya encontrado los medios adecuados para
su eliminacién; y d) mejorar el nivel del manejo higiénico-sanitario de
los hatos.

En 1976. los Ministros de Agricultura v de Salud de Colombia pre-
sentaron una solicitud para un Proyecto Subregional en Salud Puablica
v Salud Animal para los paises del Grupo Andino. Durante la Segundae
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R;:ux}lon de Ministros de Agricultura del Grupo Andino se recomendé
ala L'lflta del Acuerdo de Cartagena (JUNAC) que coordinara la refor-
mulacién dell’ proyecto. En octubre de 1978, la JUNAC convoco la Pri-
meralReumon de Expertos Gubernamentales sobre Sanidad Animal
conde fin de ref(.)r{nular el proyecto el cual fue presentado al Banco por
?Ot;l ucto del Mmlstrq de Agricultura del Ecuador. Separadamente en
ebrero de 1975,_e1 Director del OIRSA envié al Banco una solicitud de
tcc())odpe;acxon tecnica para la ejecucién de un Programa de Adiestramien-
i ¢ Inspectores de Cuarentena Agropecuaria en los paises que geogra-
icamente formaq eli OIRSA. En forma separada de las dos solicitudes
;Iil;;lrcalql}adas, en junio de‘ 1978 el Director de la OPS envié para la con-
poe c19‘n del Banco‘un "'Proyec_to sobre la Transmision Tecnologica y
valuacibn .de la Aplicacién Masiva de Vacuna de Coadyuvante Oleoso
contia la Fiebre af@osa”. En octubre de 1979, dada la importancia del
gfﬁ?aiggi ddee llaBzz;nédadd a_réi.rpal para el desarrollo de la regién, la Admi-
Dosiion de progr;)maegln jlc(z) .atender estas solicitudes e incluir las pro-
El programa abarcaria dos subprogramas de adiestramiento: (1) uno
para_p‘rofesmpales y (2) otro para técnicos Yy paratécnicos. El. primero
cubriria .el‘ adwsﬁramiento en (a) vacuna antiaftosa en adyuvante oleoso
(b_) qdryumstracmn de programas de salud animal, (c) vigilancia e ide:
mlg)loglca, (d) comupi;acién social y (e) cuarentena animal. El seglrx)ndo
::S gzograma consistiria en cursos dg cardcter subregional para inspecto-
iy uarentena agropecuaria a nivel de puertos, aeropuertos y fron-
4 El Subprog_ram.a’ 1 de adiest.ramiento de profesionales seria ejecuta-
2o porlg Orgamzacmn Panamericana de la Salud (OPS)y el Subprograma
5 de gd:estramlentg de técmcos V paratécnicos seria efectuado por el
rganismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria (OIRSA)

Objetivos

Los objetivos ge i i i
mal pars América Lating (PRO A aeag: - o5 TIEn0 de Salud Ani

l'. Fortalecer la capacidad y eficiencia de los recursos humanos ne-
lcaesarlos para comple’menta‘tr los programas de salud animal a mediano y

rgo plazo de los paises miembros.

taﬁazé:?;t?;;g; e(ljeﬁ;laci(;namiento de las estructuras de defensa sani-
een la | saIUd, animalne;a 1(3)[;6 s;isr?eda. llevar a cabo el desarrollo de
politica de integracién de la regi(’)r?. > miembros concordantes con la
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3. Contribuir a la consolidacidon de las unidades permanentes de
adiestramiento técnico-profesional en la regidn, que permitan actualizar
la capacitacion de los recursos humanos en forma continua.

Los objetivos especificos incluian lo siguiente:

A. El adiestramiento de personal profesional de los Paises Benefi-
ciarios que lo requieran, a fin de:

(1) Transferir la tecnologia de la produccion, control de catidad
y aplicacion sistemadtica de la vacuna antiaftosa de adyuvante oleoso a
profesionales involucrados en actividades de vacunacién, y

(2) Mejorar la capacidad de dicho personal en la administracion de
campafias sanitarias, sistemas de vigilancia epidemiologica, comunicacién
social y cuarentena animal.

B. El fortalecimiento de las instituciones de ensefianza existentes en
la region, a través del desarrollo de los eventos de adiestramiento, para
asegurar la capacitacién en forma permanente y continua de los recur-
sos humanos.

Descripcion del programa

El Programa de Adiestramiento en Salud Animal para América Latina,
denominado PROASA, fue de caracter regional, ejecutado por la Orga-
nizacién Panamericana de la Salud, la Oficina Regional de la Organizacion
Mundial de la Salud para las Américas (OPS/OMS), con la participacion
del Banco Interamericano de Desarrollo, y de los Paises Beneficiarios.

El Presidente del Banco y el Director de la OPS firmaron un conve-
nio en el dia 24 de septiembre de 1981 sobre la utilizacién de recursos
no reembolsables de cooperacioén técnica del Banco para la realizacion
del Programa. El monto de la contribucidon del Banco fue de EUA
$ 1 860.000.

La organizacion, direccién, coordinacién, administracién vy supervi-
sion de las actividades estuvieron a cargo del Programa de Salud Publica
Veterinaria de la OPS. A fin de orientar, programar y evaluar las activi-
dades del programa se constituy6 un Comité de Programacion y Evalua-
cion (CPE), integrado por el Banco, la OPS y el OIRSA. La OPS hizo
los arreglos necesarios con los Paises Beneficiarios a fin de que éstos
participaran activamente en las actividades de adiestramiento. Con
aquellos paises seleccionados como sedes de los cursos, la OPS firmé
los acuerdos correspondientes basados en los términos de referencia
sefialados en el Convenio entre el Banco y la OPS, detallando especifica-
mente los aportes de recursos humanos. instalaciones. equipo. etc., que
brindaria el respectivo pais: de esta manera se procurd asegurar la ins-
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titucionalizacién y continuacién de la capacitacién en forma continua
en esos paises.

Con la contribucién del Banco se contrataron tres (3) consultores a

México; y otro con sede en Rio de Janeijro.

Participaron en el programa 35 funcionarios del Programa de Salud
Publica Veterinaria, incluyendo los de sus dos Centros especializados
(Centro Panamericano de Fiebre Aftosa en Rio de Janeiro, Brazil y
Centro Panamericano de Zoonosis en Buenos Aires, Argentina) equiva-
lente a 209.0 meses/ especialistas, en la coordinacion e instruccién de los
Cursos y seminarios. También se contrataron con la contribucion del
Banco, .17 consultores a corto plazo, equivalente a 12.3 meses/hombre,
para preparar materiales did4cticos ¥ actuar como instructores.

La ejecucion del Programa consistié en lo siguiente: actividades
preparatorias (del 24 de septiembre de 1981 hasta el 24 de enero de
1982), realizacién de los cursos y seminarios (del 24 de enero de 1982
hasta el 30 de junio de 1985), y elaboracién e impresion de los manua-
les (del 1 de julio de 1985 hasta el 24 de septiembre de 1986).

Actividades del programa

Durante la ejecucion del Programa se realizaron un total de 30 cursos y
2 seminarios en 13 paises. El Cuadro 1 muestra los temas de adiestra-
miento, numero de cursos realizados y duracién de cada uno. La dura-
cibn total de los eventos fue equivalente a 154 semanas/cursos (38.5
meses/cursos), ejecutados dentro del plazo de 36 meses. En el Cuadro 2
aparece el cronograma de 1os cursos y seminarios.

Se adiestré un total de 772 profesionales, la mayoria médicos vete-
rinarios, procedentes de 21 paises de América Latina. En el Cuadro 3 se
resume el nimero de profesionales adiestrados por pais y érea de espe-

nibles y no perjudicé Ja buena marcha de los cursos.

Una de las actividades mdés significativas del Programa ha sido la
preparacion de material didéctico, Algunos de los temas del adiestra-
miento fueron expuestos por primera vez en forma prictica y aplicada,
utilizando para tal fin datos e informacion existentes en los pafses de
Ameérica Tatina. Se predujo este material no solamente para las ayudas

] 11
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audiovisuales, que apoyaron el adiestrq.rpiento, sino que a@emast set etlg:
boraron fasciculos y moédulos que facﬂl.taron el aprendizaje auto- el(lj >
rial. De este modo los participantes .adlestrados en los E:ursosdpu 1;5
llevar a cabo en sus instituciones nacionales e.l adiestramiento 1e ? ?O
profesionales. En esta forma se ha .estgdo 1_nstr.u’mentalndo et_ v'.edzcc:ies
multiplicador del programa y la institucionalizacién de las activi
i iento. o

@ ag;?t?sreﬁt;iales se editaron con el objet(? de constituir la pbre_sendts
serie de manuales. La serie de manuales consiste en 9 tomos, cubrien

los siguientes temas: .
A. Cuarentena Animal o
B. Vigilancia Epidemiologica '
C. Administracién de Programas de Salud Animal
D. Comunicacidén Social
E. Produccién y Control de Vacuna en Adyuvante Oleoso .
Sé espera que estos manuales sirvan como texto de referencia en

cursos similares.

Programa de Salud Pablica Veterinaria
Organizacion Panamericana de la Salud
Washington, D.C.

24 de Abril de 1986
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15. Inactivacion

16. Formulacion de la vacuna con adyuvante 0leoso

1IL. CONTROLES DEPROCESO Y PRODUCTO FINAL
17. Controles de proceso
18. Controles de producto final

ANEXOS
Anexo 1. Infeccién de cultivos celulares BHK cen myveoplasma
Anexo 2. Titulacion del virus de la Ficbre aitosa
Anexo 3. Seroproteccién
Anexo 4. Banco de sucros
Anexo 5. Control de calidad de la vacuna antaltosa con

advuvante olcoso
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I. INTRODUCCION

En el afio 1981, el Banco Interamericano de Desarrollo (BID) y la Orga-
nizacion Panamericana de la Salud (OPS) suscribieron un convenio de
cooperacion técnica, con fondos no reembolsables del BID, que se de-
nominé Programa de Adiestramiento de Profesionales Latinoamericanos
en Sanidad Animal (PROASA).

El Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (CPFA) ya habia desarro-
llado un intenso programa de investigacidn sobre vacunas con adyuvarn-
te oleoso que tenian la caracteristica de inducir una inmunidad mas
solida y de mads larga duracidon que las vacunas convencionales. Esas
investigaciones permitieron conocer a nivel de laboratorio y de campo
los beneficios derivados de esa superioridad de la vacuna antiaftosa con
adyuvante oleoso, tanto para su uso en regiones de dificil manejo de
los ganados por razones geogrdficas, climaticas v de infraestructura,
como los beneficios econdmicos derivados de la menor frecuencia de
vacunacibén requerida.

Debido a esas razones, uno de los objetivos especificos del progra-
ma fue la transferencia de la tecnologia de produccién, control de cali-
dad vy aplicacion sistemdtica de la vacuna antiaftosa con adyuvante
oleoso a profesionales dedicados a las actividades de lucha contra la
Fiebre aftosa.

El Subprograma I de vacunas oleosas del PROASA desarrolld las
siguientes actividades:

Un seminario de divulgacidén de los mecanismos estratégicos, tdcti-
cos v operativos para el uso de la vacuna con adyuvante oleoso en los
programas de lucha contra la Fiebre aftosa en América del Sur. La dura-
ci6n fue de una semana y participaren 11 jefes de los programas nacio-
nales de Jucha contra la Fiebre aftosa.

Dos cursos sobre produccién v control de vacunas con adyuvante
n. La duracidon de cada curso fue de seis semanas y participaron

oleose en Ik

Liie

durac

al
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2. ESTRUCTURACION DEL CURSO DE PRODUCCION,
CONTROL DE CALIDAD Y USO DE VACUNAS
CON ADYUVANTE OLEOSO CONTRA LA FIEBRE AFTOSA

La presente seccion tiene el proposito de ilustrar a los técnicos sobre la
forma en que fueron estructurados los cursos de produccion y control
de vacunas con adyuvante oleoso contra la Fiebre aftosa, del Progra-
ma de Adiestramiento en Salud Animal para América Latina.

Objetivos del curso

General
Divulgar la tecnologia y capacitar médicos veterinarios de laboratorios
de produccion y control de vacuna antiaftosa de América del Sur, sobre
el proceso de c¢laboraciéon y control de calidad de vacuna antiaftosa con
adyuvante oleoso.

Especificos
Al terminar el curso, los participantes estaran en la capacidad de:
a) Conocer las técnicas de produccion de vacuna con adyuvante

olcoso.

b) Conocer los componentes de la vacuna antiaftosa de adyuvante
oleoso. los métodos de preparacion y control de calidad de éstos. los
cquipos necesarios para su preparacion y las fuentes de suministros.

¢) Conocer. realizar e interpretar las pruebas de control de calidad y
eficacia de las vacunas antiaftosa con adyuvante oleoso v las normas de
aceptacion.

d) Conocer la metodologia para el desarrollo a nivel de laboratorio
y cvaluacion a nivel de campo de las vacunas antiaftosa con adyuvante
olcoso.

Perfil del participante

L} participante a los cursos de produccion y control de vacunas anti-
attosa con adyuvante oleoso deberd reunir los siguientes requisitos:

[
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— Médico veterinario graduado,
. d— Agfualmente trabaj.ando en un laboratorio oficial o privado de
pro u%cmn Qe vacuna antiaftosa en América del Sur
— LXperiencia minima de dos afios e '
: 11 procesos de i6
control de calidad de vacuna antiaftosa. produccion y

Duracién
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re altosa fue concebido para una duracién d
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Organizacién y metodologia
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Contenido

El Curso co e
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S ndaica

Tema Horas
Uni , ..
Llr]néiag i Aspectos bdsicos 40
‘nidad 2 Produccion de vacunas 1“6
Unidad 3 Control de vacunas 7 8
cunas 80

Y .
LOs Aspectos compone

Urniidad 7

Aapectos generalos de virologis 3 o adisti
CEAG Y Ui stica
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Estructuracion del curso

— Aspectos fisico-quimicos aplicables a la produccion de las vacu-

nas con adyuvante oleoso.
— Aspectos inmunolbgicos aplicables a las vacunas de adyuvante

oleoso.
— Aspectos historicos del desarrollo de las vacunas de adyuvante

oleoso.

Unidad 2: Produccion de vacunas

— Produccién de antigeno
— Inactivacién de antigeno
— Concentracién de antigeno
— Preparacion de adyuvantes

~ Preparacién de emulsiones
— Control de calidad y estabilidad de las emulsiones

— Elaboracion de vacunas de adyuvante oleoso

— Manejo de equipos

— Problemas de produccion de vacunas de adyuvante oleoso
-- Manejo de vacunas de adyuvante oleoso

— Control de calidad de materias primas

Unidad 3. Control de calidad y eficacia
— Controles de elaboracidn (titulo infeccioso y de fijacién de com-

plemento del antigeno).
- Controles fisico-quimicos
— Pruebas de inocuidad v estabilidad
~ Pruebas de esterilidad
- Pruebas de determinacion de la masa antigénica
— Pruebas de potencia en bovinos, cerdos v cobayos
~ Pruebas de seroproteccion v seroneutralizacion
— Normas y legislacion de control de vacunas de adyuvante olcoso

Cronograma de actividades

inuacion s detal

Ramericuano

sy Control




Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5

Dia 6

Mafiana

Tarde

Marfiana
Tarde
Mafiana
Tarde

Manfana

Tarde

Mafiana

Tarde

Mariana

Froduccién, conrrol de calidad v uso de vacunas
Actividad

Recepcién de los becarios.

Acto inaugural.

Conceptos generales sobre vacunas.

Visita general a las instalaciones del CPFA_ Explica-
¢ion de su cometido y funcionamiento.

Distribucion de ropas de laboratorio y adjudicacion
de armarios a cada becario.

Vacunas contra Ia Fiebre aftosa. Continuacién.

Vacunas con adyuvante oleoso.

Conceptos generales de inmunologia. Patogenia e
inmunologia de 13 Fiebre aftosa.

Virologia general. Virus aftoso en particular,
Conceptos de estadistica aplicados a laboratorio.

Conceptos epidemiologicos relacionados con Ia es-
trategia del uso de la vacuna contra la Fiebre
aftosa con adyuvante oleoso.

Emulsiones. Teorfa Y préctica.

Formulaciéon de vacunas contra la Fiebre aftosa
con adyuvante oleoso., Controles fisico-quimicos
y bacteriologicos.

Control de estabilidad.

Rotura de emulsion.

Control biolbgico en cobayos. Vacunacién en co-
bayos.

Métodos modernos en desarrollo para Ia produc-
cion industrial de inmunégenos. Ingenieria gen¢-
tica y sintesis quimica. Proyeccién practica. Ven-
tajas y limitaciones. Determing “de masa anti-
génica en suspensiones viricas, ! <ridad de pro-
feinas capsidales,

Prdctica: Test de Berlin. Uso de acertes y emulsifi-
cdntes puros e impuros para demostracion,

Proyecro industrial- Estudio de mercado. Vigbili-
dad econémica Seleccién y construceidon de Iy
planta. Equipo. Produccion experimental,

H

Estructuracion del eurso

Actividad

Dia 7 Mafiana  Banco de células. Lineas celulares. Medios de cul-
tivo. . -

Proyecto industrial: Servicios y)unhdades‘. Agug.

Vapor-aire-vacio. Gas-ventilacién-efluencia. Inci-

nerador.

Dia 8 Mafiana  FEsterilizacién de tar}ques de emu151f1ca_010n. Vll’re%a-
raciobn de material, frascos, etc. Filtracion de
aceites. Mezcla suspensiones v1’ricas.} . ‘

Tarde Instalacion de utilidades, proceso, eléctrica, equi-
pos de produccion. Mantenimiento de la p}an}a
y equipos. Ensayo con los_alumngs del disefio
esquematico de una planta industrial de produc-
cion de vacunas antiaftosa con adyuvante oleoso.

Dia 9 Mafiana  Formulacion de vacunas con adyuvante olgoso. Va-
cunas oleosas de emulsion doble. Emulsiones ex-
perimentales. Controles. . on

Tarde Administracién de laboratorios de produccion de
vacunas.

Dia 10 Mafiana Proceso suero bovino para mgdio de cultlyo. Inacti-
vacion del suero. Filtracién. Tratamiento con
PEG. .
Observacion de ratones. Test de Berlin. ‘
Tarde Disefio experimental con especial referencia a ensa-
yos de vacunas.

Dia 11 Mafiana  Trabajos prdcticos: Formulaciqr{ de vacuna con aq-
vuvante oleoso. Filtros esterilizantes, diversos ti-
pos. preparaciéon y uso. Conceptos sobre diversos
métodos de filtracion. o

Tarde Vacunas de virus vivo atenuado. Su significacion en
Fiebre aftosa. ' .
Proceso de suspensiones viricas para vacunas inacti-
vadas. Métodos de concentracion de suspensio-
nes viricas AI(OH);-PEG-Ultrafiltracion.

1 a 13
Dia 12 Manana  Vacunas con advuvante oleoso con virus ad‘SOI\AOC
I 2 Mana :

cobre AOH),. Aspectes tedrices y pra



30

Dia 13

Dia 14

Tarde

Mafiana
Tarde

Mafiana

Tarde

Dia 15

Mafiana
y tarde

Produccion, control de calidad Y uso de vacunas

Actividad

Inactivacién de virus. Conceptos. Inactivantes. As-
pectos tebricos y practicos.

Revision general de Io actuado.

Demostracién de instalacion y equipos del drea de
virus de la planta piloto. Demostracion y discu-
sion sobre procesos de produccion de virus en
cultivos celulares en suspension, en frascos, en
tanques y en botellas roller., Equipos y proceso
de inactivacién. Controles de no infectividad.

Virus aftoso. Clasificacion, Estructura. Morfogéne-
sis. Caracterizacion del virus por fingerprint.

Lectura final de Prueba de Berlin. Produccién in-
dustrial de células y virus en botellas roller y en
tanques. Inicio pruebas de inocuidad. Titulacién
de virus,

Continuacion produccion industrial de células y vi-
rus. Concentracion de virus por ultrafiltracion.
Equipo, proceso y controles.

Dia 16

Dia 17

Dia 18

Mafana

Tarde

Caracterizacion de virus aftoso.
electroenfocado.

Continuacién produccién industrial de células y Vi-
rus. Inactivacion de virus en frascos y tanques.
Continuacién de pruebas de inocuidad.

Fingerprint vy

Mafiana

Tarde

Mafiana

Tarde

Continuacion caracterizacion de virus por “Finger-
print” y electroenfocado.

Controles celulares. Cultivos celulares en frascos
por los alumnos. Lecturas y titulacion de virus.

Anticuerpos monoclonales.

Preparacién de semillas de virus. Controles comple-
tos de la produccién. Inocuidad. Lectura titula-
ciones de virus, etcétera.

Conceptos y desarrollo de inactivantes de primer
orden.

Revisi6bn general de trabajoc drea de virus.

[

Estructuracion del curso

Actividad

Dia 19 Mafana Control de calidad de la vacuna antiaftosa. Prepara-

cion de virus para comprobacion.
Tarde FCs,. Teoria y practica.

Dia 20 Mafiana Visita Departamento de Investigaciopef. Acompa-
fiar trabajos précticos de “fingerprint y.electro-
enfocado. Discusion de resultados obtenidos con
cepas actuantes en América del Sur.

Tarde Seleccion y pruebas en bovinos.

Dia 21 Mafiana Indice de seroproteccion. Teoria y practica. Expec-

tativas porcentuales de proteccion.
Tarde Seroneutralizacion.

Dia 22 Mafiana Técnicas ELISA e IDGA.

Tarde Descarga de virus a los cobayos Yacunados con va-
cuna oleosa el dia 5. Discusién de la prugba.
Prictica de inoculaciébn hecha por los be.ca.lr%os.
Técnicas de fijacion del complergento.' ’Tlplflcg-
cién y subtipificacidn de virus. Tltulam’on de vi-
rus por fijacién del complemento. Teoria y pric-
tica.

Dia23 Mafiana PruebasIC y DPCs,.

Tarde Lectura cobayos DPC,,. ‘
Noche Viaje Rio de Janeiro/Campinas.
Dia 24 Mafiana Visita Laboratorios LARA/'Campinas.’ Prpdqccic')n
y tarde de vacunas con adyuvante oleoso. Técnica indus-
trial.
Noche Viaje Campinas/Porto Alegre.
Dia 25 Manana Visita al Laboratorio IRFA, productor in@u;trial
de vacunas. Discusién general con sus tecmcqs.
{arde Visita Laboratorios LARA /Porto Alegre. Semlr}.ar}o
sobre metodologia v técnicas de control oficial
de vacunas.
Dia 26 Mafiana Lectura prueba DPB,, en el galpon.

v tarde
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Actividad

Noche

Viaje Porto Alegre/Rio de Janeiro.

Dia 27

Mafiana

Tarde

Calculo e interpretacion de resultados de pruebas
de control. Microtécnicas para titulacion de virus
v seroneutralizacion.

Discusidn general sobre control de calidad de vacu-
nas antiaftosa.

Dia 28

Mafana

Tarde

Simulacion en la computadora de los resultados
aleatorios que se obtendrian en diferentes prue-
bas de una misma vacuna. Los ensayos se hicie-
ron con vacunas de diferente potencial de pro-
teccion expresado en porcentaje de proteccion
frente a la generalizacién podal y también en
DPBs,. usando diluciones con un intervalo de
0, 6.

Revisién general sobre vacuna oleosa. Aclaracién
de dudas presentadas por los alumnos.

Dia 29

Mafiana

Tarde

Revision general del curso.

Portadores de virus (presentacion y audiovisual).
Experimentos con carpinchos. Lesiones de Fie-
bre aftosa (pelicula).

Redaccién informes de los alumnos.

Dia 30

Mafiana

Tarde

Contintia revisién general del curso. Se atienden
consultas y pedidos de los alumnos referentes a
material y bibliograffa.

Entrega de los informes de los becarios.

Clausura del curso y entrega de certificados.

Evaluaciones

Para evaluar el aprovechamiento de los participantes v la metodologia

se¢ realizan evaluaciones periédicas sobre los aspectos teoricos y practi-
cos dictados.

R A

|. Aspectos
generales



3. ASPECTOS GENERALES SOBRE LA FIEBRE AFTOSA
3.1. Introducciéon

La Fiebre aftosa (FA) es una enfermedad infecciosa muy contagiosa
que afecta en forma natural a las especies animales biunguladas domés-
ticas y salvajes.

El agente etiologico es un Aphtovirus de la familia Picornaviridae
(nombre derivado de su pequefio tamafio: pico, ¥ de poseer acido ribo-
nucleico: ARN), y estd dotado de gran poder infeccioso y alta variabi-
lidad.

La FA esuna enfermedad vesicular que puede muchas veces ser con-
fundida con otras enfermedades vesiculares causadas por agentes etiolo-
gicos diferentes que producen cuadros clinicos parecidos (Cuadro 1).

CUADRO 1
Clasificacién de los virus de las enfermedades vesiculares
Acido

Enfermedad nucleico Familia Género Simetria
Fiebre aftosa ARN Picornaviridae Aphtovirus Cubica-s/e
Estomatitis ARN Rhabdoviridae Vesiculovirus Helicoidal-s/e

vesicular
Exantema ARN Picornaviridae Calicivirus Cibica-s/e

vesicular
Enfermedad ARN Picornaviridac Enterovirus Cabica-s/c

vesicular

dei cerdo

La FA es conocida en Europa desde comienzos del siglo XV1y fue
introducida en América del Sur en 1a década 1860-1870. Primero fue-
ron afectados los pafses del Cono Sur. pero casi un siglo después, en el
decenic 1950-1960, s¢ difundio a Venezuela. Colombia 'y Ecuador. Has-
ta el momento, de los pafses de América del Sur afectados, solamente
Chile consigui6 erradicar la enfermedad, siendo declarado pafs libre des-
de 1981 (22).

La poblacidn bovina de América del Sur estd estimada en 220 millo-
nes de cabezas i Nigura 1) de donde se desprende 1a importancia ccono-

[35]

P
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caciones que se asocian como mastitis no producida por el virus aftoso,
pero sf facilitada por las lesiones en la ubre y tetas que sirven de puerta
de entrada para los agentes causales. Bovinos de engorde pierden en me-
dia 15 por ciento de su peso y sufren un atraso de 3 meses para equipa-
rarse a los animales sanos (31, 35).

En términos generales se puede decir que las pérdidas fisicas produ-
cidas por la FA en bovinos que enferman en areas donde se lleva a cabo
una vacunacion extensiva son menores que en areas donde no se vacuna,
y también son menores las secuelas de la misma: cojera, lesiones cardia-
cas, etcétera.

En criaderos de cerdos, en general no vacunados, las pérdidas fisicas
son enormes, por la alta incidencia de abortos y muertes sobre todo en
cerdos lactantes y jovenes.

En ovinos y caprinos la magnitud de las pérdidas es muy variable,
yendo desde simples cojeras hasta altos indices de abortos y muertes de
recién nacidos. Por otro lado, se ha demostrado que en ciertos casos la
especie ovina, por la lenta evolucién del contagio, es responsable por el
mantenimiento de 1a infeccién en campos donde hubo un brote epidé-
mico.

Se considera que el mayor perjuicio econémico de la enfermedad es
de tipo indirecto y se presenta en el mercado internacional de produc-
tos de origen animal, carne, leche y derivados. Los paises libres de la
enfermedad, que son los importadores de mayor potencia, imponen se-
veras restricciones a los productos de origen animal de paises donde
existe FA. Esas restricciones que reducen las transacciones y castigan
los precios se han extendido a un gran nimero de productos de origen
animal.

La Federaciéon Rural de Uruguay calcula que ese pais junto con Ar-
gentina y Brasil pierden un minimo de 170 millones de délares al afio
en la comercializacion de productos pecuarios, considerando soOlo el
mercado de Estados Unidos de América y Canad4 (35).

5. FORMAS DE LUCHA

Para que se desencadene la enfermedad es necesario que se produzca un
desequilibrio entre los componentes fundamentales que forman la cade-
na epidemiologica, a saber: agente etiolégico, huésped susceptible y me-
dio ambiente.

Para influir sobre la conducta de la enfermedad y controlarla con
é¢xito, el hombre debe actuar sobre los tres elementos. eliminando las
fuentes del agente etiologico, modificando las condiciones ambientales



38
Produccion, control de calidad Y uso de vacunas
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antigénica para estimular la respuesta inmunitaria.
En la lucha contra la FA se han utilizado ambos tipos de vacunas

como veremos a continuacion.

7. VACUNAS DE VIRUS VIVOS ATENUADOS
CONTRA LA FIEBRE AFTOSA

Las vacunas con virus vivos atenuados que han producido excelente re-
sultado contra enfermedades como la Poliomielitis, Viruela, Newcastle,
etcétera, no han sido igualmente exitosas en el caso de la FA. En este
tipo de vacunas el virus no es inactivado, es decir que mantiene su capa-
cidad de replicacion, su infecciosidad y su poder inmunizante, mientras
que su capacidad de producir lesiones especificas debe estar ausente. La
modificacién o atenuacion del virus se logra generalmente por pasaje
del virus por cultivos celulares o especies animales como embriones de
pollo, pollitos de un dia, conejos jOvenes, ratones lactantes, etecétera.
La replicaciéon industrial del virus para produccion de vacunas puede ser
hecha en ratones lactantes o cultivos celulares.

Al aplicarse la vacuna el virus replica dentro del organismo del hués-
ped sin producir enfermedad pero induciendo un estado de inmunidad.
En animales con cierto nivel de anticuerpos el virus vivo atenuado pue-
de ser neutralizado y su replicaciéon masiva es inhibida. La masa de virus
inoculada (masa antigénica) no es por si sola suficiente para conferir
una inmunidad adecuada.

En vacunas contra la FA se encontrdé que ¢l grado de atenuacion
adecuado para bovinos adultos con antecedentes de vacunacion es dife-
rente del grado requerido para animales susceptibles, pudiendo produ-
cirse en estos ultimos cuadros clinicos de la enfermedad.

Por otro lado, cuando bovinos vacunados con vacuna de virus vivo
atenuado eliminan este virus, el mismo puede causar enfermedad en
porcinos con peligro de reversién de virulencia de la cepa. Por esas ra-
zones y también por la persistencia del virus en ganglios y nodulos linfd-
ticos. causando problemas a la exportacidon de carnes, las vacunas de
virus vivo atenuados han sido abandonadas en casi todos los paises. con
excepcion de Venezuela (Cuadro 2).

8. VACUNAS INACTIVADAS CONTRA LA FIEBRE AFTOSA

Las vacunas inactivadas constituyen una de las armas mas importantes
en la lucha contra la FA v en los primeros anos de combarte fue cast ei
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Gnico recurso utilizado en América del Sur.
La produccién sudamericana de vacunas inactiv

millones de dosis en €l afio de 1982 {Cuadro 2) (2, 20).
ucir una vacuna inactivada contra

Las primeras tentativas de prod
la FA fueron realizadas en Francia, por Vallée, Carré y Rinjard, entre
1a FA tratado por formalina al 0,5 por

1922 y 1930, usando virus de
ciento y a 20°C de temperatura. En 1936 Schmidt (52), en Dinamarca,
produjo una vacuna contra la FA por adsorcion de virus sobre hidroxi
do de aluminio. Los dos experimentos resultaron validos y promisorios
pero no consistentes, pues a veces las vacunas resultaban infectantes.

En 1938, Waldman y colaboradores (59), trabajando en la isla de

Riems, hicieron una feliz asociacion de los dos métodos y produjeron
una vacuna inactivada eficaz contra la FA usando virus replicado in vivo
bido sobre hidroxido de aluminio a

en epitelio lingual de bovino, adsor
n de la formalina a 0,05 por ciento a la

pH 9,5 e inactivado por accid
temperatura de 25°C durante 48 horas. Esta fue la primera vacuna in-
activada inocua y eficaz contra la FA'y quedo conocida como vacuna
de Schmidt-Waldmann.

La formulacién Schmidt-Waldmann fue luego mejorada por Torres
(56) quien logrd reducir el volumen de las dosis sin afectar la eficacia de
la vacuna.

En la produccién de una vacuna inactivada contra la FA se deben
considerar cuatro fases esenciales para la obtencion de un producto fi-

nal eficiente:
— produccién de un antigeno inmunogénico,

— correcta inactivacion,

_ uso de buenos adyuvantes,
_ controles sobre todas las etapas del proceso y sO

adas fue de casi 500

bre el producto

final.
Trataremos por orden cada una de esas partes.

8 1. Produccion de un antigeno inmunogeénico

r usada como inmundgeno en la vacuna inactivada

logicamente eficiente y representativa de
sera usada. Periddicamente

tenidas en las vacunas den

La cepa de virus a se
contra la FA debe ser inmuno
la realidad epizootiolégica en el area donde
se debe verificar que las cepas de virus con
proteccion real frente a las cepas de virus actuantes en el campo.

Cuando aparece alguna cepa de virus que produce enfermedad en
animales vacunados, se debe estudiar inmediatamente el riesgo que esta

cepa significa. Una forma muy eficiente, usada en el Centro Paname-
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unto de vista industrial presenta el proble-
depende del funcionamiento de los
anado tiene un cardcter

tina, Uruguay, etcétera. Delp
ma de que la produccion de vacunas
mataderos, y en ciertos paises la matanza de g

temporero.

El advenimiento de técnicas de cultivos celulares propiamente di-

cho y su utilizacién en la replicacion del virus de la FA (12, 53) en el
afio 1955, significd un enorme Progreso, tanto para el estudio como
para la replicacion industrial del virus. Al principio eran cultivos prima-
rios extraidos de tejidos animales, en general rifiones de terneros y cer-
dos jovenes. Posteriormente fueron substituidos por lineas celulares es-

tablecidas, con posibilidad de multiplicacién continua.

Mowat y colaboradores (48) descubrieron que una linea de células
fibroblasticas de rifibn de hamster lactante, linea BHK21 Clon 13
(“baby hamster kidney cell’”’) descrita en 1962 por McPherson y Stoker
(41) de la Universidad de Glasgow, era susceptible al virus de la FA.
Esta linea celular fue la que tuvo mayor desarrollo industrial. Crece
bien en monocamada, adherida a la pared interna del recipiente, sea un
frasco estatico o rolante (57, 58) donde forma multicapas mucho mas
densas que las obtenidas con los cultivos primarios, y es posible produ-
cir en esas células virus mucho mas concentrados. En 1963 Capstick
(18) adapt6 la linea BHK21 Clon 13 a multiplicarse en cultivos en sus-

pension.

La gran ventaja de las técnicas que usan cultivos celulares es que €l
laboratorio productor puede planear su produccion en forma indepen-
diente del trabajo en mataderos. En Europa, algunos laboratorios pro-
ducen vacunas antiaftosa para cerdos, usando lineas celulares de origen
porcino, particularmente de la linea IBRS-2 (50).

En el pasado se usaron otros métodos de replicacion industrial de
virus. En Brasil tuvo mucha aceptacion la técnica de replicacion viral
de conejos lactantes (1) pero hoy ha caido en desuso. Salvo excepclio-
nes, en América del Sur se usan las técnicas de replicacion viral en cul-
rivos celulares de células BHK21 adaptadas a crecer en suspension y
cultivadas en botellas rolantes o en tanques de acero inoxidable, o la
técnica de Frenkel (Cuadro 3).

Una vez producida la replicacion vir
adiciona cloroformo a razén de 06 a

la suspension virica a una fuerte agitacion para lograr ¢l maximo con-
tacto del virus con el clorofermo. Luego se procede a la separacion de
los restos del substrato celular por centrifugacién o clarificacién a tra-
vés de placas clarificantes o tierra de diatomess, En esa forma se obtient
una suspension virica limpida de ka cual so 16T

al sobre el substrato celular, s¢
1.0 por ciento p/v v se somete

sap muestirag para contro-

g
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les de pureza bacteriologica, pH, titulo infectante y fijacion del com-
plemento.

La suspension virica debe ser bacteriologicamente pura en controles
hechos sobre los medios bacteriologicos habituales, el pH debe estar en-
tre 7,4 y 7,7, la prueba de fijacion del complemento debe indicar la
pureza del tipo de virus, y el titulo fijador y la infectividad deben estar
dentro de los limites previamente establecidos (ver Capitulo I1I, puntos
17.2y 17.3).

Si la suspensi6n virica alcanza los niveles establecidos, se procede a
su inactivacion.

NUEVAS TECNICAS DE PRODUCCION DEL AGENTE INMUNOGENO

Antes de pasar al capitulo inactivacién nos debemos referir a las nuevas
técnicas de produccién del inmunodgeno que estdn siendo desarrolladas y
con las cuales ya se han obtenido resultados parciales. En estas técnicas,
el inmunégeno en lugar de ser el viridn o virus de la fiebre aftosa com-
pleto es solamente una fraccién inmunizante del mismo. En trabajos
realizados por Brown (17) y Bachrach (13) se demostré que la fraccion
mas inmunizante del virus de la FA estd radicada en un polipéptido es-
tructural de su capside, denominado VP1. Dentro de esta proteina un
pequefio segmento constituye el determinante antigénico. Esto fue de-
mostrado hace varios afios, pero sblo tltimamente se consiguié determi-
nar la secuencia y distribucién espacial de los aminoadcidos que com-
ponen el VP1. Actualmente es posible producir esta proteina por 2
técnicas: ingenieria genética y sintesis proteica.

En la ingenierfa genética se usa el dcido ribonucleico (ARN) del vi-
rus, del cual por accién de una enzima restrictiva se corta el segmento
que codifica la sintesis del VP1. Con la obtencién de este segmento y
por accién de otra enzima, una transcriptasa reversa, se obtiene un seg-
mento del icido desoxiribonucleico (ADN) complementario llamado
ADNc. Mediante el uso de enzimas especiales se inserta este ADNc en
el material genético (Plasmidio) de una bacteria Escherichia coli Cepa
K12, que asi es informada genéticamente para producir la proteina viri-
ca. Fl cultivo de bacterias es ficil y de esa manera se pueden producir
grandes cantidades de proteinas VP1. Hasta ahora los resultados obteni-
dos en la produccién de vacunas con estos antigenos han tenido éxitos
parcialmente limitados a la cepa del virus Al2, cepa antigua que 1o s¢
encuentra mds en la naturaleza (38). El VP1 de la cepa A12 emulsifica-
do en adyuvante incompleto de Freund ha inducido una proteccion
adecuada en bovinos que recibieron dos dosis de la vacuna.
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La otra técnica de produccion de antigeno es la sintesis proteica
propiamente dicha. Esta técnica permite producir el segmento pepti-
dico de mayor poder inmunogénico y que va del aminoacido 141 al 160
del VP1, que consta de 213 aminoacidos. Ya s¢ demostrd que este seg-
mento sintético posee la configuracion adecuada y que conjugado con
un soporte especial, la hemocianina extraida de un caracol y con la adi-
cion de un adyuvante puede inducir una respuesta inmunitaria en ani-
males de laboratorio (15).

Tanto el sistema de sintesis proteica como el de ingenieria genética
tiene la ventaja de trabajar con fracciones no infectantes del virus por
lo que no se requiere el proceso de inactivacion y el antigeno es tan es-
table que no necesita de manejo cuidadoso y de la cadena de frio in-
evitable con las vacunas convencionales. Sin embargo tiene la desventaja
de que su capacidad inmunogénica es mucho menor que la que posee ¢l
virién intacto de la FA.

Sobre el futuro industrial de estas técnicas en desarrollo, actualmen-
te en manos de pocas compafiias detentoras de la tecnologia, nada se
puede afirmar, aunque no s¢ debe olvidar algunos resultados positivos
ya obtenidos.

Fl comportamiento de esas vacunas en el campo y su eficacia frente
al desafio que significa la variabilidad del virus de la FA, es otra interro-
gante que solamente el tiempo podra responder. Serd necesaria una con-
tinua vigilancia epidemiologica y el estudio y caracterizacion de las ce-
pas de los virus actuantes en el campo. Las cepas que demuestren impor-
tancia epidemiologica deberan ser sometidas a los procesos correspon-
dientes para que sus fracciones inmunogénicas sean incorporadas a las
vacunas de bioingenieria o de sintesis peptidica.

8.2. Inactivacion del virus

Inactivacién del virus significa la supresion de su poder de replicacion,
por accibén sobre su genoma de agentes quimicos 0 fisicos o ambos a la
vez. El capside proteico por el contrario debe ser preservado intacto,
va que en él se encuentran los determinantes antigénicos.

El primer agente inactivante usado fue la formalina. ya ensayada
por Vallée, Carré y Rinjard y aun hoy usada. sobre todo por los pro-
ductores de vacuna que usan ¢l método de Frenkel. Sin embargo, la ma-
yor parte de la produccién mundial de vacuna se hace usando los lla-
mados inactivantes de primer orden.

Urn inactivante de primer orden es aguel que presenta una cinética
de inactivacién constante durante todo el proceso de inactivacion. sin
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ser afectada por el tiempo ni por los componentes del medio. En la Fi-
gura 2 se puede ver que la linea de regresiOn es una recta, a diferencia
de lo que se observa enla Figura 3, donde la linea de regresiébn comien-
za recta para después formar una curva hacia el final del proceso de in-
activacion. Esa derivacion de la recta denominada “efecto de cola’ hace
imposible predecir en un momento dado de la inactivacion cuando se
producird la inactivacion total. En cambio con inactivantes de primer
orden, por su tipo de inactivacion lineal, se puede predecir el momento
en que el virus serd completamente inactivado.

Cualquiera que sea €l tipo de inactivante usado, el proceso de inacti-
vacion se realiza siempre en un recipiente grande, tanque de inactiva-
ci6n, libre de todo espacio muerto o fondo de saco, y donde toda la
masa virica bajo agitacion es sometida a la acci6bn quimica del inactivan-
te,a una temperatura constante previamente establecida durante todo €l
proceso que suele durar de 24 a 48 horas. Es corriente entre los produc-
tores que usan formalina (ver 15.2) no tomar la muestra para el control
de inactivacion o de no infectividad hasta algunos dias después de ter-
minar el proceso de inactivacion propiamente dicho. Cuando se usa in-
activantes de primer orden la muestra se puede tomar en seguida.

La inactivacion del virus puede hacerse sobre la suspension virica
antes o después del agregado de ciertas substancias adyuvantes como el
hidroxido de aluminio o la saponina. Cuando se usa adyuvante oleoso.
la suspensibn virica debe ser inactivada antes de ser emulsificada.

Entre los inactivantes de primer orden los mas importantes son ace-
tiletileminina (AEID), Brown y colaboradores 1963 (16), glicilaldehido
(GDA), Martinsen 1964 (42) y, sobre todo, etilenimina binaria (BEI),
Bahnemann 1974 (14) desarrollada en el CPFA vy su efecto fue ensaya-
do por Abaracén y colaboradores en 1979 (6) sobre suspensiones Vi-
ricas producidas por diferentes procedimientos industriales, virus de
Frenkel, virus replicado sobre conejos lactantes y virus replicados sobre
cultivos celulares de células BHK, tanto de botellas roller como de sus-
pension.

CONTROL DE INACTIVACION O DE NO INFECTIVIDAD DEL VIRUS

Una vez completada la inactivacion se toma una muestra de la suspen-
sibn virica que debe ser fiel representante de un total homogéneo. Toda
la suspension viTica debe ser contenida en un recipiente Ginico, sin fon-
dos de saco y bajo agitacion. El volumen de la muestra debe ser suficien-
temente grande para poder efectuar todos los controles bacteriolOgicos
y fisico-quimicos. ¥ de no infectividad (ver 17.1y 17.5). El volumen de
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FIGURA 2
Inactivacion del virus de la Fiebre aftosa,
subtipo Ay4 a 37°C por BEL EI 0 AEI
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FIGURA 3
Inactivacion por formaldehido del virus de la
Fiebre aftosa Tipo A
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suspension virica inactivada que entrard en la prueba de no infectividad
propiamente dicha debe ser siempre superior al volumen correspondien-
te a una dosis de vacuna para bovinos. El sustrato en el cual se ensayard
la eventual presencia de virus activo debe ser de la mayor sensibilidad:
inoculacion intradérmica en epitelio lingual de bovinos virgenes, ratones
lactantes por via intraperitoneal © intramuscular, o cultivos de células
de alta sensibilidad.

La prueba sobre bovinos virgenes es de gran valor, siempre que s¢
usen no menos de 3 bovinos y 20 inoculaciones por animal, pero tiene
la limitante derivada de la dificultad de obtener los animales, el costo
clevadoy la limitada cantidad de material de prueba que se puede inocu-
lar: 0,1 ml por punto de inoculacion del cual s6lo una parte quedara re-
tenida. Si se usan ratones lactantes se deben usar mas de 100 unidades,
para que por Jo menos 100 sobrevivan al final de la prueba. También
tiene la limitante de la cantidad de indculo, no miés de 0,1 ml por ani-
mal. Cualquier animal que muere debe ser procesado ¥ vuelto a inocular
para establecer si la muerte fue debida a virus aftoso u otra causa.

Si en cualquiera de los dos sistemas no s¢ observa accion de virus af-
toso y se tienen 10 observaciones negativas, la prueba es valida pero se
debe tener en cuenta 2 factores:

a) es un ensayo hecho solo sobre una muestra pequena, de cuyo re-
sultado se induce cual seria el comportamiento del total,

b) 100 observaciones negativas, sin ninguna observacién positiva sélo
da indicacidén con un grado de probabilidad P = 95 por ciento, que no
mas de un 3,0 por ciento de muestras podrian ser positivas, 0 con P=
99 por ciento de que no mas de 4,5 por ciento de muestras podrian ser
positivas.

Es conveniente hacer mds de una prueba de no infectividad con
cada vacuna. Por otra parte, toda prueba biologica que s6lo da probabi-
lidades, serd tanto méds véalida cuando, partida tras partida, dé siempre
resultados negativos, lo que da confianza en el procedimiento de inacti-
vacion y en la prueba de no infectividad en si. Elvalor del conjunto de
pruebas todas negativas en el contexto de un sistema coherente de pro-
duccion es muy superior al valor de cada prueba aisladamente.

La prueba que usa cultivos celulares de células susceptibles ofrece
dos ventajas de la mayor importancia.

a) se pueden usar in6culos mucho mayores. 5 a 10 ml de suspension
virica por botella (25 a 50 ml por conjunto de 5 botelas).

b) introduce el concepto de pases seriados cada 48 horas.

Una caracteristica de los virus parcialmente inactivados es que de-
moran en demostrar una accion citopatogénica y podrian ser neutrali-
zados per la acidez del metabolismo celular. En cambio si son cultiva-
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dos durante 48 horas v luego subcultivados, si el virus no estuviera to-
talmente inactivado, la accion citopatogénica se hara evidente en el 2o.
y 3er. pase.

Si luego de 3 pases seriados no se ha observado accion citopética, se
toma una muestra del liquido de cultivo y se somete a prueba de fija-
cion del complemento. Si es negativa, se considera que la muestra de
virus estd inactivada.

Varias veces se ha observado que muestras parcialmente inactivadas
han dado resultado negativo en pruebas sobre ratones lactantes y han
demostrado presencia de virus activo residual que se evidencia en el 20.
pase en cultivos celulares (ver 17.5).

8.3. Adyuvantes de la inmunidad

Adyuvante es por definicién una substancia que, en forma inespecifica,
potencia en intensidad y duracién la respuesta inmunitaria para el anti-
geno al cual est4 asociado en la formulacion de la vacuna.

Los adyuvantes no deben ser inmunogénicos, es decir, no deben es-
timular una respuesta inmunitaria contra si mismos, y no deben produ-
cir reacciones indesecables de consideracion en el organismo del sujeto
receptor de la vacuna. Hay una gran variedad de adyuvantes, con di-
ferentes propiedades. Es frecuente que los adyuvantes sean clasificados
como adyuvantes inertes, que retienen al antigeno y lo liberan lenta-
mente, como el AXOH),, Freund incompleto, alumbres, fosfatos, etcé-
tera, y adyuvantes dindmicos, que actiian directamente sobre las células
responsables de la respuesta inmunitaria, como las endotoxinas bacte-
rianas, saponina, sulfato de dextrano, etcétera. Si ejercen mayor accion
sobre los linfocitos B, como los lipopolisacaridos, se les denomina ad-
yuvante B, si la accién es mayor sobre los linfocitos T, como las myco-
bacterias y derivados, sulfato de befilo, polinucledtidos de doble cade-
na, etcétera, se denominan adyuvantes T.

Hay adyuvantes que estimulan maés la respuesta de anticuerpos y
otros mids la respuesta de inmunidad mediada por células. Los primeros
son indicados para vacunas contra enterovirus, adenovirus, virus de la
FA, etcétera, y los segundos para enfermedades del grupo Pox, Herpes,
Tuberculosis. etcétera. La accion de los adyuvantes se ejerce sobre el
antigeno o sobre el sistema inmunitario. En el primer caso actua sobre
la liberacion lenta del antigeno en el punto de inoculacién, forma de
prescntacion, insolubilizacion, etcétera. En el segundo caso actiian so-
bre activacién de macrofagos. accion sobre los linfocitos B y T, etcétera.

El adyuvante de Freund (30) puede ser completo o incompleto. El
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adyuvante de Freund completo. con Mycobacterium tub'erculc‘;srg,lzsres
Stati inami ; cibn so -
/ : amico a la vez. con fuerte ac
adyuvante estatico y din 4 con O S vante
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estas vacunas también 1a utilizacion de adyuvantes es practicamente 1m-
prescindible (Figura 4).

FIGURA 4.
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Influencia de los adyuvantes en la respuesta inmunitari
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cen mencion los derivados de muramyl dipeptide, que es una fraccion
de M. tuberculosis, un amino lipido desarrollado por la firma Pfizer,
CP20961 ya ensayado en FA por Knudsen (39), v los liposomas, com-
puestos por esferas concéntricas de fosfolipidos que reciben el antigeno
en fase acuosa y dan al mismo una forma de presentaciéon al organismo
muy adecuada para ciertos inmunédgenos.

En vacunas contra la FA los adyuvantes mds usados han sido el hi-
droxido de aluminio, Schmidt, 1936 (52), v la saponina, Espinet, 1951
(28). El hidréxido de aluminio es un coloide anfétero, con punto iso-
eléctrico entre pH 9,2 y 9.4, se considera un adyuvante inerte, y actia
principalmente por concentracidén del virus, accién de depdsito, forma-
cion de granuloma y liberacidn lenta del antigeno. La saponina es un
adyuvante dindmico que induce una intensa respuesta de anticuerpos.

En la preparacidon de vacunas en América del Sur ambos son muy usa-
dos en forma asociada.

Los mejores resultados en produccién de vacunas antiaftosa han
sido logrados mediante el uso de adyuvante incompleto de Freund (16).
El uso en vacunas contra la FA de adyuvante incompleto de Freund,
comunmente referido como ‘‘vacunas oleosas’” fue descrito por primera
vez en 1963 por Cunliffe y Graves, de Plum Island Animal Disease Cen-
ter (PIADC) E.U.A. (26, 36) y después por McKercher y col. en 1967
(43, 44, 45, 46, 47), sobre todo en ensayos en la especie porcina. En
esta especie la vacuna con adyuvante oleoso induce una adecuada pro-
teccién que la vacuna acuosa o de hidréxido de aluminio con o sin sa-
ponina, no es capaz de conferir.

El verdadero desarrollo de la vacuna con adyuvante oleoso para
bovinos, a nivel experimental, piloto e industrial fue realizado por el
CPFA (19, 21, 24). Actualmente hay en América del Sur aproximada-
mente 4 millones de cabezas de ganado vacunadas regularmente con
este tipo de vacuna producida por el CPFA, en programas piloto, de-
mostrativos y en areas estratégicas en el afio 1984.

En-Brasil, ademds de la Planta Piloto de produccién de vacunas
del CPFA, ya fueron instaladas dos plantas para la produccion espe-
cifica de este tipo de vacunas: la unidad del Laboratorio Nacional de
Referencia Animal da Secretaria Nacional da Defesa Agropecuaria del
Ministerio da Agricultura en Campinas, Sao Paulo, que en 1984 prcdujo
S millones de dosis trivalentes para bovinos, y el Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamor. perteneciente a la Secretaria de Agri-
cultura de Rio Grande do Sul, que comenzd sus actividades en 1984,
Por otra parte. casi todas las plantas industriales de produccion de vacu-
nas de Brasil han instalado su cquipo para produccidn de vacunas con
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adyuvante oleoso, y dos de ellas ya han hecho registro oficial de sus
vacunas.

Otras plantas destinadas a la produccion de vacunas con adyuvante
oleoso estan siendo implementadas en diversos paises de América del
Sur (Argentina, Perti. Ecuador, Venezuela).

En la vacuna contra la FA con adyuvante oleoso el antigeno o fase
acuosa debe ser dispersado finamente en el seno de la fase oleosa. El
antigeno puede ser también adsorbido sobre hidroxido de aluminio y
luego emulsificado (3).

La vacuna es una emulsion agua-en-aceite en la cual el antigeno
constituye la fase interna o dispersa y el adyuvante oleoso (6leo mineral
90 por ciento, emulsificante 10 por ciento) la fase externa o continua.

Para obtener una emulsion estable. el antigeno‘debe ser adicionado
lentamente sobre la fase oleosa sometida a fuerte agitacion. En esta
foma se obtiene una mezcla grosera, en que las gotas del antigeno son
relativamente grandes y si se dejara estatica tendria tendencia a separar.
La mezcla es inmediatamente sometida a una acciéon mecanica intensa
en aparatos emulsificadores especiales, con lo que se obtiene una emul-
si6n estable (ver 16.1 v 16.4). Para la obtencién de una emulsion esta-
ble se debe usar aceite mineral' y emulsificante? correctos (4). Toda
vacuna emulsificada debe ser sometida a controles de: tipo de emul-
sion, estabilidad en prueba de centrifuga y por conservacion a diferen-
tes temperaturas, conductividad, etcétera.

Para cerdos se usa una formulacion llamada emulsion doble, tal
como fue descrita por Herbert (37). En esta formulacién la emulsion
primaria es dispersada en el seno de otra fase acuosa. compuesta por
una solucion salina tamponada conteniendo 2,0 por ciento de un emul-
sificante del tipo hidrofilico, Tween 80, con un H.L.B.=15.0. D¢ esta
forma la formulaciébn toma una consistencia acuosa, su manejo es mas
ficil v produce menos reaccion local al ser aplicada en porcinos, que
son particularmente sensibles a los aceites minerales. Es de interés re-
saltar que la parte inmunologicamente activa de la vacuna estd formada
por las gotas de emuljsion primaria agua-en-aceite dispersas y no por la
fase acuosa externa (véase 16.4).
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RESPUESTA INMUNITARIA A LAS VACUNAS CON ADYUVANTE OLEOSO

Es generalmente aceptado que el adyuvante oleoso estimula la res-
puesta inmunitaria por varios mecanismos. En primer término se forma
un granuloma en el punto de inoculacién. A ese granuloma son atrai-
das las células de defensa de primera linea del organismo, polimorfo-
nucleares. histiocitos y sobre todo los macrofagos, de gran importancia
en la reaccion inmunitaria. El antigeno contenido en €s€ granuloma es
liberado lentamente y €n pequefas cantidades, lo que favorece la res-
puesta del organismo.

Por otro lado, parte de esa vacuna migra por via linfatica, y se for-
man multiples depositos de microgotas de vacuna oleosa en los organos
linfoides, donde se organizan nuevos focos de estimulo inmunitario.

La respuesta inducida por las vacunas con adyuvante oleoso €s de
mas larga duracion que la que se logra con las vacunas de hidroxido
de aluminio y saponina.

En los Cuadros 4 y 5 se compara la inmunidad producida por dos
tipos de vacunas con adyuvante oleoso frente a vacunas convencionales
de hidroxido de aluminio y saponina. Es de notar que las vacunas de
hidroxido de aluminio y saponina tienen tres veces mas contenido anti-
génico. La inmunidad es expresada por expectativas porcentuales de
proteccion (EPP) segiin Gomes y Astudillo (33). Ambas vacunas dan va-
lores elevados a los 30 dias posvacunacion (DPV) pero a los 90 y 120
DPV 1a vacuna de adyuvante 0leoso da valores significativamente mas
altos.

El Cuadro 6 da resultados frente a la descarga de virus de dos vacu-
nas. siendo una de tipo oleoso y otra de tipo hidroxido de aluminio sa-
ponina. En esté caso también la vacuna de hidroxido de aluminio ¥
saponina tenia tresveces més antigeno.

El Cuadro 7 presenta la proteccion conferida por la vacuna de ad-
yuvante oleoso sobre un lote de bovinos aduitos que fueron vacunados
varias veces, pero la descarga de virus fue hecha 13 meses después de
la altima vacunacion. Solamente un bovino generalizd quedando los
1g restantes totalmente protegidos.

La vacuna de adyuvante 0le0s0 induce une inmunidad saperior tam-
bién en animales jovenes ($). 1o que posibilita una me]
1odo of rebafic pecuarno, <obre todo en las faias etarias mas bajas. dondg
s suclen presentar los mayores probi < En las Figuras 5 v 6 se ob-
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CUADRO 4.

Inmunidad producida por dos tipos de vacuna antiaftosa
oleosa frente a vacund de hidroxido de aluminio y saponina.
Vacunacion: 23-04-80

0 Campos Aq4 Cruzeiro C4 Indaial

OyCampos  “24 7

Vacuna Dilucion Dias posvacunacion

30 90

TE 1/804
Oleosa clasica 1/1 98* 93
5,0ml

99 99
1E 2/80P
Oleosa con .
hidréxido 1 97 91 99 99
2.0 ml

TE 3/80¢

Hidréxido

seponina
5,0 ml

/1 98 58

a 5(% tase acuosa — 50% fase oleosa — contenido virico trivalente 2,5 ml, dosis 5,0 mi.
b 33,39% fase acuosa con hidroxido — 66,6% fase oleosa — contenido vitico trivalente 2.5 ml,
dosis 2,0 ml.
¢ Vacuna hidroxido saponinada — contenido virico trivalente 7.5 ml, dosis 5.0 mlL
* Expectativas porcentuales de proteccién (Gomes y Astudilto).
FUENTE: Trabajos experimentales CPFA.
Ref.: Abaracdn, etal. — Boletin CPFA, 45-46, 1982

hidroxido de aluminio y la otra no. Ambas vacunas poseian el mismo
contenido virico.

En cuanto al tiempo necesario para el establecimiento de la inmu-
nidad. la vacuna de tipo oleoso es algo mds lenta en los animales primo-
vacunados. Mientras la vacuna de hidroxido de aluminio y saponina
lloga al maximo de la respuesta en 18-21 dias, la vacuna oleosa induce
una respuesta similar a los 26-30 dias.

En los animales revacunados. es decir la respuesta “hooster’ es igual
mente rapida en ambos tipos de vacunas. En el Cuadro & s¢ )_resem_a
la respuesta de indices de seroproteccion observada en un fote de BOVE
naos al ser revacunados con vacund de adyuvante 0le0so.

La inmunidad c« orida por la vacuna de a
~nOs e85 MUY SuUperion & 19 obtenida con lasvadl

astd OS SOl Hids Lol chionte o usn de vacunas oo

dyuvante oleos:
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CUADRO S.

Inmunidad producida por dos tipos de vacuna antiaftosa
oleosa frente a vacuna de hidréxido de aluminio y saponina.
Vacunacion: 12-05-81

0y Campos Ayq Cruzeiro C5 Indaial
Vacuna Dias posvacunacion
30 120 30 120 30 120
TE 1/81
Oleosa clasica? 99* 77 96 94 95 83
5,0 ml
TE 7/81
Oleosa con
hidréxido? 99 85 95 95 97 91
3,0ml
TE 2/81
Hidroxido
30ml 97 50 97 61 99 61

a 50% fasp acuosa — 50% fase olcosa — contenido viTico trivalente 2,5 mi/dosis 5,0 ml.

b 33 3% fase acuosa — 66,6 % fase olcosa — contenido virico trivalente 2,5 mi — dosis 3,0 mi.
¢ vacuna hidréxido saponinada — contenido virico trivalente 7,5 ml — dosis 5,0 mi. '

* ['xpectativas porcentuales de proteccion en bovinos (Gomes ¥ Astudillo).

FUENTE: Trabajos experimentales CPI'A (sin publicar).

en la forma de emulsion doble. El Cuadro 9 muestra el resultado obte-
nido con la vacuna usada pura y diluida con diluyente inerte sobre un
grupo de cerdos de dos meses de edad, y el Cuadro 10 muestra la res-
puesta de cerdos vacunados con vacuna con adyuvante oleoso dc emul-
sion fioble ¢ inoculados con el virus 0, Campos.

A En cuanto al comportamiento de la vacuna en ¢l campo, se han rea-
llzado ensayos muy bien controlados en diversas areas geograficas. Men-
cionaremos dos de ellos realizados en Bagé, Rio Grande do Sul, Brasil
y en Hipodlito Irigoyen, Buenos Aires, Argentina. en que gruposde bo-
vinos similares fueron vacunados con vacunas de adyuvante oleoso y
con vacunas de tipo convencional. En ambos casos hubo cl desafio dJe
epidemia de FA. y resultados muy favorables para las vacunas de adyu-
vante oleoso (Cuadros 11 v 12). ’
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CUADRO 6.

Ensayo comparativo de potencia de una vacuna oleosa
y otra hidroxidosaponinada, a los 360 dias posvacuhacion

RESULTADOS

Vacuna Lesiones Lesiones en pala Testi- genera-
Vacunados Protegidos enlengua  Ip. 2p. 3p. 4p.  gos lizados

Oleosa
10 13 3 1 - 1 5 5
INTA 3 13
Hidroxido-
saponinada 13 2 13 1 1 5 4
HS 145

FUENTE: Scholein Rivenson. Rev. Med. (Bs. As) Vol. 63, nim. 5, 1982 (Ref. 51).

8.4. Control de produccion

El control de produccion de la vacuna es una constante durante todo el
proceso. Comienza con el control de toda la materia prima utilizada.
La adquisicién de materia prima, aminoacidos, vitaminas, sales, aceite
mineral y emulsificantes, etcétera, debe ser hecha en partidas talesque
aseguren una produccion de varios meses.

Los medios destinados al crecimiento celular deben ser ensayados
en cultivos pequefios, en donde la droga recién adquirida constituya el
4nico elemento nuevo de la formulacion. Solo después de aprobado
debe pasar a la produccion industrial.

Un elemento que no se puede obtener en grandes cantidades y que
requiere ensayos continuos es el suero bovino. Cada vez que se obtiene
una partida de suero bovino, se debe procesar y con una muestra hacer
por lo menos 3 cultivos celulares sucesivos frente a una partida de suero
ya aprobada. En ese experimento comparativo s6lo puede haber una
variable. el propio suero bovino. Si al fin de esos tres o més cultivos el
crecimiento celular fue tan bueno frente a un suero como a otro, se da
por aprobado el suero en estudio. Si el cultivo fue deficiente cuando
e usé el suero en estudio se elimina la partida de suero (ver 12.9).

Otras drogas como el aceite mineral y emulsificante deben ser en-
sayadas en cuanto a su toxicidad (ver 16.3).

E] control bacteriologico es también una constante en todo momen-
to de la produccion. Elproceso de produccién de vacunas debe ser bac-
teriologicamente estéril en todas sus etapasy también el producto final
(ver 17.11.
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CUADRO 7.
Respuesta de bovinos expuestos® a virus 0, un afio después
de recibir vacuna con adyuvante oleoso. Valenga, Brasil
Antes de la descarga
N Microneutralizacionb 1sPC Descarza
Bovinos CInd A Bagé C Venc. 0, 0, Lesiones
651 >3,2 3,2 >3,5 =36 3,7 Neg.
652 >36 =35 2,9 3,3 2,2 L
653 236 235 3,3 3,2 4.9 Neg.
654 >36 >35 >36 >3.6 >4 Neg.
655 33 =36 3,0 23,5 2,1 Neg.
656 236 236 3,2 23,5 4.8 Neg.
657 235 3,2 3,2 2,7 4.8 Neg.
658 33 23,5 2,7 3,2 2.8 T
659 >3,6 33 32 >3,5 3,0 Neg.
660 >36 2,9 29 3,3 >45 Neg.
661 23,5 236 3,0 3,3 2,5 T
662 236 23,6 23,5 23,6 4,0 Neg.
663 =36 23,6 236 23,6 >4,5 Neg.
664 23,6 23,6 23,5 >3,6 >4.5 Neg.
665 =35 33 235 2,9 2,0 Neg.
666 236 23,6 23,6 3.6 4,7 Neg.
667 2,7 2,7 2,3 2,6 1,0 T4F
668 =36 236 2,9 235 >43 Neg.
669 >36 =35 2,9 >3.5 >a43 Neg.
670 236 23,5 <3,6 =235 >43 Neg.
671 33 29 3.2 3,0 3,3 Neg.
672 >36 =35 >36 3,3 >43 Neg.
673 =36 23,5 3,0 3,3 3,6 Neg.
674 235 23,5 2,7 3,3 2,7 T
675 =36 =35 3.0 >3,5 4.7 Neg.
676 3,3 29 2.4 2,6 1.5 T
677 236 33 2.4 3,0 1.5 T
678 236 3,3 =35 =36 >43 Neg.
679 3.3 23,6 3.3 3,2 3.0 Neg.
680 23,5 235 235 33 1.9 Neg.

2 Exposicién por via mfranelmohngual con

b Indice de neutralizacién por microtécnica.

&r. Cunhaz (273,
mes v otros (34).

10% Dlg de 0; Campos.
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FIGURAS.

Expectativas porcentuales de proteccion (EPP] (33
en bovinos de 9 a 12 meses de edad vacunados y revacunados a los 90 dias,
con vacunas oleosas con antigeno adsorbido o no con Al (OHj;
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FIGURA 6.
Expectativas porcentuales de proteccién (EPP) (33)

en bovinos de 9 a 12 meses de edad vacunados y revacunados a los 90 dias,
con vacunas oleosas con antigeno adsorbido o no con Al (OH)
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CUADRO 8.

Vacuna oleosa. Respuesta anaméstica en bovinos

Dias posrevacunacién
Virus 0 4 6 10
1,82 1,9 2,4 43 5,0
34 4.4 5,0
5,0

S

0y

Asa 2,5 2,8

Cs 1,3 1.4 14 4.5
a Indice de seroproteccién en ratones lactantes.

Media aritmética.

Numero de bovinos: 30
FUENTE: Ivo Gomes y otros (35).

CUADRO 9.

Vacuna oleosa en porcinos.
Serie 160-Doble Emulsion-Dosis 3,0 ml I.P.

e

Diluciones
Dil. Inerte Virus 0
1:1 16/167
1:3 5/8
1:9 4/8
1:27 4/8
0/6

Controles

a Protegidos sobre total.

10,2 DPsoS.
FUENTE: Trabajos experimentales CPFA.



6 2 .. .
Produccion, control de calidad v uso de vacunas Aspectos generales

CUADRO 10. CUADRO 11.

R )
conegssuﬁ)m de clerdos vacunados con vacuna de Fiebre aftosa Morbilidad por Fiebre aftosa en el drea de Bagé, RS, Brasil
yuvante oleoso en forma de emulsion doble e inoculados . en la epidemia de 1980, segiin tipo de vacunas usadas
con el virus 0, Campos ‘

Tasa de morbilidad

Poblacidn

Dilucién Suero 30 dias postvacunacion 15 dias postinoculacion Sistema Ac{e - - :
de la vacuna Nem. ISP TMN Lesiones ISP . - : vacunacion Existente Expuesta Afectada Exist. (1 000/ Exp-(160)
36 >s51 >33 N >4 S : Hidréxido? 220.532 30.780 9.958 45 32
; Z3, eg. 249 3.5 -
37 =53 235 Neg >49 3% - Oteosab 240,616 17.164 1.546 6 9
1/1 ;g i?i i3,6 e =49 Z42 - 5 2 Vaci i0n cada 4 mese:
! =, 3,5 Neg. =49 > B : unacion meses. ] .
40 =53 >35 Ne§ ;4’9 /;’g : b Vacunacion cada 6 meses de los animales jovenes hasta 6 meses de edad y anual de los bovinos
41 >53 > Neo ’ > - adultos. ) A
42 ;5 3 - g’g :eg. 54’9 >2’7 - . FUENTE: Dora, 1. F. et ¢l Epidemia de fiebre aftosa en Bagé, RS, Brasil, 1980 Livaluacion de
’ , Neg. =4.9 23,5 - : dos sistemas de vacunacién. Bol. CPFA 49-50: 3-9, 1984.
ji 44 3,0 Neg. >49  >35 + :
35,3 3,3 Neg 249 236 +
, . . 3, DR .
:2 >2,0 32 1P =49 =36 _ CUADRO 12
5,3 = . .
1/3 47 - 3,8 . 2; g g i“’g i4~5 + Plan Hipdlito Irigoyen, Argentina
43 > >3 : Z49  Z48 + : (bovinos 160 000; ovinos 26 000, porcinos 12 000)
o 2338 Neg. =49 Z4.8 - ¢ S afios de observacion
49 =52 23,6 Neg. >49 2.9 _
50 1,0 3.2 Neg. 3.9 3,2 -
51 1,5 i Num. de focos Morbilidad
2 < 30 Neg. 44 3.5 X Vacuna por afio? 10000
s 0.8 3,0 Neg. >4.8 3,8 + :
2,9 236 Neg =58 3.2
’ ~Neg. ) ,2 - idroxido- inadac o
19 54 09 2.6 Neg. >a18 >3 - § Hidréxido-saponinada 18,13% 55,6
35 =52 3,2 Neg. >5.8 >39 B Oleosad 4,9% 6.0
56 1.5 2.4 iP >58 26 +
57 1,8 32 Neg. =48 = ;6 _ ] a Nam. de establecimientos con focos/nim. de establecimientos vacunados.
58 =52 33 Nee. > <‘8 3e b Nam. de enfermos/1 000 vacunados.
= T B ¢ Vacunacion cada 4 meses.
59 34 23 2 p P . : d Vacunacion cada 6 meses.
60 0'4 1~8 N ;3’ 3.3 T FUENTE: Gimeno E. 1. Gaggiano, C. H. ef al. Aplicacion experimental a campo de vacuna
61 0’4 > Aieg 4.8 2.9 oleosa en la Reptiblica Argentina. JUA. AD Fiévre Aphteuse. 16e. Conférence. Docu-
1/27 N , 1.8 Neg. =48 3.2 - ments de travail. 183-186, 14-17 Sept., 1982.
62 0.2 2,1 2P >5.8 >33 +
63 0.9 24 4p 258 =36 +
64 0.6 2.6 1P >5.8 >33 +
1 =positive. CONTROL DE PRODUCTO FINAL
- f Negativo. By :
EI—S\Y;V:—IIH?:JCIQ iﬁe seroproteccién. " El producto final, es decir la vacuna antiaftosa, es sometida a controles
M microneutralizac 1 i ‘
P =Patas prraszacion. v en dos niveles: a) controles a cargo del productor y b) controles a cargo
. del organismo oficial de control de cada pais.

FUENTE: Vacuna antiattosa con advuvante olenso para cerdos.
Ivo Gomes er al. Boletin CPFA 35-36:19-25. 1979.
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Control a cargo del productor

El productor debe realizar controles completos de proceso y de produc-
to final (ver 17.1,17.4,17.6 y 18.1).

También debe realizar controles de potencia de cada partida produ-
cida. Consideramos particularmente indicada la prueba que establece
la dosis protectora 50 por ciento en cobayos frente a todas las valencias
de 1a vacuna. No es una prueba cara y al ser una prueba en donde la
vacuna se usa diluida permite conocer el punto final de proteccion dado
por la vacuna para cada valencia. Esta informacioén es de gran valor
para el productor que podrd observar la evolucion del poder inmuno-
génico de las sucesivas partidas de su vacuna (ver 18.1.5).

Otra prueba del mayor interés para el productor y que debe ser he-
cha siempre que sea posible, pero por lo menos varias veces cada afio, es
la prueba de seroproteccion en la que se usan bovinos sin antecedentes
de FA o vacunacidon y ratones lactantes para deteccion de anticuer-
pos (27) (ver Anexo 3). Esta prueba permite evaluar la inmunidad con-
ferida por la vacuna a corto y a largo plazo v también permite observar
la inmunidad frente a la revacunacion. Por ultimo, si la vacuna se usa
diluida, se obtendrd una buena informacion de la potencia final del
producto.

Es importante que el productor lleve un registro de los resultados
obtenidos, para poder comparar las producciones sucesivas a través del
tiempo, y detectar la tendencia en los resultados que indique precoz-
mente cualquier desvio antigénico de las cepas en uso.

Controles a cargo del organismo oficial de control

Los controles a cargo del organismo oficial de control dependeran de
los reglamentos vigentes en cada pais. Muchas veces, los controles ofi-
ciales son prucba de eficacia que establecen un umbral minimo de acep-
tacion de vacunas. Las vacunas que superan ese umbral son autorizadas
para comercializacién y las que no lo alcanzan no son aprobadas. Otras
veces son pruebas de potencia hechas sobre bovinos frente a una valen-
cia de la vacuna (ver Anexos Sy 6).

Se debe considerar que por un lado éstas son pruebas finales. a las
que el productor solo debe llegar después de haber realizado pruebas
preliminares. y por otra que nunca daran al productor la informacion
del comportamiento de cada valencia de la vacuna, ni de las tendencias
que se vayan insinuando en el comportamiento inmunogénico de la
vacuna (23).
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9. USO DE LAS VACUNAS CON ADYUVANTE OLEOSO
EN AMERICA DEL SUR

El manejo y cuidados requeridos por la vacuna antiaftosa con adyuvan-
te oleoso son los mismos que para la vacuna convencional de hidroxido
de aluminio vy saponina. El transporte y uso debe ser rapido, y debe
usarse la misma cadena de frio, camaras frigorificas, cajas térmicas 1e-
frigeradas, etcétera.

La via de aplicaciéon en el bovino es de preferencia la intramuscular
profunda en el tercio superior del pescuezo. No debe usarse la via in-
tramuscular en musculos nobles, gliteos, etcétera. Puede ser usada ia
via subcuténea, pero en algunos casos s¢ producen reacciones locales
duraderas que afectan la estética del animal.

La vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso induce una inmunidad
mas intensa y de mayor duracidén que la vacuna convencional. Por otra
parte es superior para inmunizar animales jovenes. Esto permite ampliar
los plazos de vacunacion de 4 a 6 meses en cualquier area y condiciones,
y en animales aduitos después de los 2 afios de edad y haber recibido
varias vacunaciones se puede llegar a un esquema de vacunacion anual.
Esto disminuye el costo de la vacunacion (11).

En la situacién actual en que la produccion de vacuna con adyuvan-
te oleoso es todavia limitada, y dada su superioridad debe ser usada dc
acuerdo con ciertas normas de estrategias (55).

En la novena reunion de la Comision Sudamericana para la Lucha
contra la Fiebre Aftosa (COSALFA) fue aprobado el documento “Po-
litica y Estrategia del Combate de la Fiebre aftosa en Sudamérica para
la década 1981-1990 (25) que establece las metas para el control y
erradicacion de la FA en el Continente. En ese documento se considera
la reorganizacion de las estrategias de combate, con base en estudios de
regionalizacion epidemiologica de la enfermedad (44). También sc re-
salta la necesidad de incorporar a los programas vacunas de mayor po-
der inmunizante.

Del 31 de mayo al 4 de junio de 1982 se realizo en Rio de Janciro.
Brasil, el Seminario de Divulgacion de los Mecanismos Técnicos y Opera-
tivos para el Uso de la Vacuna con Adyuvante Oleoso en los Programas
de Lucha contra la Fiebre aftosa en América del Sur. A este seminano
concurrieron todos los jefes de Programa de Sanidad Animal do los
pafses de América del Sur. vy fue el primer evento internacional on <l
marco del PROASA, del Convenio BID/OPS (54).

En el seminario se concluyd que los organos oficiales deben ornwntat
o} usc de la vacuna con adyuvante oleoso sobre todo para las drow de
mayor impoitancia epidemiolégica. como las arcas endemicas primatitas
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y en los convenios de frontera donde el movimiento de los animales
representa un alto riesgo de difusién de la enfermedad entre los paises.
Estos temas, incluyendo un diagnéstico de situacion en los varios pai-
ses sudamericanos, son discutidos por Augé de Mello (10).

Los resultados obtenidos con la vacuna con adyuvante oleoso en el
cerdo, sobre todo usando ia formulacidon de doble emulsidon son alta-
mente satisfactorios (7, 9) en franca contraposicion con los resultados
que se obtienen con la vacuna de tipo hidroxido de aluminio-saponina,
discutidos por Lucam (40).

Debido al corto ciclo de vida del cerdo para abasto, as{ como la
relativa facilidad de aislamiento de los criaderos industriales, en la es-
trategia de lucha contra la Fiebre aftosa en América del Sur, no se acon-
seja la vacunacibén sistematica universal del cerdo. La FA del cerdo se
considera una consecuencia directa de la FA bovina, y como tal la va-
cunacion del cerdo estaréd indicada en momentos o 4reas de alto riesgo.
En experimentos realizados por el CPFA se ha demostrado que los cer-
dos de abasto pueden ser protegidos por toda su vida industrial con una
sola dosis de vacuna oleosa aplicada a los lechones en el momento del
destete y los reproductores con una vacunacion cada 6 meses (9). Algu-
nos ensayos parecen indicar que esos intervalos podrian ser mayores
(32). La primera dosis puede ser aplicada a los lechones de dos meses
de edad por via intraperitoneal y las dosis sucesivas a los reproductores
por via intramuscular profunda.

En cuanto a la vacunacion de ovinos, experimentos también realiza-
dos por el CPFA demostraron que una dosis de vacuna con adyuvante
oleoso, aplicada por via intraperitoneal, confiere una inmunidad sélida
por mds de 12 meses (5).
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ANTECEDENTES

La produccidén de vacuna con adyuvante oleoso puede realizarse con
antigenos producidos por diversos métodos, tales como cultivos celula-
res en botellas roller, cultivos celulares en suspension, por el método
de Frankel, o tal vez en el futuro por las nuevas tecnologias de sintesis
proteica o ingenieria genética (ver Aspectos Generales). Es comprensi-
ble que las construcciones, equipos, controles y hasta las medidas de
seguridad requeridas sean en gran medida diferentes.

El proceso que seguird después de la obtencién del inmundgeno,
sea a partir de virus inactivado o a partir de fracciones inmunogénicas
no infectantes del virus serd el mismo, cualquiera que sea la tecnologia
de su produccién.

Este capitulo se refiere a la tecnologia de produccion y control
usada en el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (CPFA), tal como
fuera transmitida en los Cursos de Produccion y Control de Vacuna
contra la Fiebre aftosa patrocinados por el Programa de Adiestramiento
en Salud Animal (PROASA), en los meses de octubre-noviembre de
1982y 1983.

La producciéon de la suspensién virica para vacuna es hecha por
replicacion del virus de la Fiebre Aftosa (FA) sobre cultivos de células
BHK?21 clon 13, adaptadas a crecimiento en suspension y cultivadas ya
sea en tanques de cultivos o en botellas rolantes.

La inactivacion del virus es hecha mediante el uso de etileneimina
binaria (BEI) (ver 8.2). Esta tecnologia de produccion es, por otra
parte. la misma seguida por la casi totalidad de los laboratorios que pro-
ducen vacuna con adyuvante oleoso.

10. REQUERIMIENTOS BASICOS EN UN LABORATORIO
DE PRODUCCION DE VACUNAS CONTRA LA
FIEBRE AFTOSA

Uina vez que s¢ ha tomado la decision politica, se ha estudiado la viabi-
lidad econémica de consumo o mercado. y se ha definido el proceso in-

{691
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dustrial, se debe considerar donde montar el laboratorio.

10.1. Ubicacién

La ubicacién geografica del laboratorio es de gran importancia, desde
el doble punto de vista: operacional y de seguridad.

ASPECTO OPERACIONAL

Es fundamental contar con los siguientes servicios esenciales:

— Servicio de energia eléctrica con abastecimiento continuo y de
potencia suficiente para los requerimientos de los equipos.

— Agua de buena calidad y en cantidad suficiente, sea de la red cen-
tral o captada en pozos o rios. El agua tiene la mayor importancia para
el éxito de los cultivos y el volumen de agua necesario es elevado; como
ejemplo diremos que una planta que produzca 2 millones de dosis por
mes, consumird en media 80 a 120 mil litros de agua por dia.

— Red telefonica, de preferencia con conexién automadtica para
todo el pais.

— Proximidad a los medios de transporte: ferroviario, rodoviario y
aéreo. Esto es de gran importancia para obtener rdpida asistencia téc-
nica para los equipos de produccién y para:

Recepcién de insumos. Materia prima nacional e importada, suero
bovino, raciones para animales del bioterio, frascos para vacunas, cajas
térmicas y paquetes refrigerantes para despacho de vacunas, aceite com-
bustible para el generador de vapor y de electricidad, etc. Algunos de
estos insumos pueden recibirse en cantidades suficientes para muchos
meses de produccidn, pero otros, por su naturaleza, como el suero bo-
vino y raciones, o por su volumen como el aceite combustible, las cajas
térmicas y frascos de envase deben recibirse a intervalos mds breves, en
ta medida que se van usando.

Despacho de vacunas. Considerando el cardcter delicado del produc-
to, su volumen grande que es ademas aumentado por el embalaje espe-
cial que requiere, y la temperatura baja a que debe mantenerse hasta
el momento de su aplicacion, resulta obvia la importancia que reviste el
facil acceso a todas las vias de comunicacion.

Aspecto de seguridad bioldgica. Del punto de vista de seguridad bio-
l6gica es también muy importante la ubicacién geografica del laborato-
rio. En primer término se debe considerar si se trata de drea endémica,
esporadica, libre. ¢ en vias de ser declarada libre de FA. En segundo
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término, si el laboratorio esta emplazado en un area urbana o rural;
proximidad de animales susceptibles, destino de las aguas servidas, et-
cétera.

Un laboratorio instalado en 4rea rural o semi rural, drea libre o en
vias de erradicacion de la Fiebre aftosa, debe contar con la maxima se-
guridad biologica, contando con filtracion absoluta del aire y esterili-
zacion total de toda el agua servida y desperdicios.

10.2. Construcciones

Una primera division debe establecerse entre la direccion administrati-
va, con sus departamentos de personal, contable y ventas, y el departa-
mento de produccibn.

Todo laboratorio de producciéon de vacunas debe contar con varios
sectores independientes, a saber: laboratorio de produccién propiamen-
te dicho, central de servicios, almacén de deposito de insumos y piezas
de reposicion, etc., taller mecdnico, lavanderia, tratamiento de aguas
servidas, bioterio de animales pequefios, construccion independiente
para inoculacion de los mismos, y campo experimental para animales
grandes.

LABORATORIO DE PRODUCCION

El laboratorio de produccién debe tener una superficie que permita
un facil desplazamiento del personal y equipo, y una capacidad de al-
macenamiento suficiente y cémoda para el producto en proceso y el
producto final. En este sentido se debe tener presente que las pruebas
privadas de control de vacunas y luego la aprobacion oficial de cada
partida producida llevaran en media 90 a 100 dias y que la distribucion
de la vacuna tiene en general un caracter de zafra. De esta forma, siendo
cotinua la produccién, y demorada la liberacion de la vacuna para aten-
der a su distribucién, se requerird una gran capacidad de almacenamien-
to del producto final que es la vacuna lista.

Dependiendo de la técnica de produccién también el producto in-
termedio, virus inactivado, podrd ser almacenado durante un periodo
de prueba lo que aumenta alin mds los requerimientos de camaras a 4°C.
Para este subproducto es preferible disponer de una camara indepen-
diente.

Division de dreas. Cualquiera que sea la forma que se d€ a las cons-
trucciones el laboratorio siempre debera estar dividido en dos sectores:
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a) area donde no se maneja virus activo o “‘area limpia’’, y b) drea don-
de se maneja virus activo o “drea de virus”, cada drea debe ser operada
por personal totalmente diferente, que entrard y saldra del laboratorio
a través de vestuarios separados.

— “Area limpia’— En esta drea se realizan los trabajos de comienzo
de proceso, produccidn de medio de cultivo, mantenimiento celular,
produccién de cultivos celulares, y la parte final de proceso, es decir, re-
cepcidn de virus inactivado, formulacion de vacunas y envase de la misma.
Este sector debe contar con la mayor capacidad de cdmara a 4°C.

—“Area de virus”’— Ei. esta drea se realiza la produccién de cultivos
celulares en forma industrial para la replicacion viral, y la produccidn
de las suspensiones viricas y su inactivacion. Después de controlada la
total inactivacibn del virus, el mismo se pasa por circuito cerrado al drea
limpia para formulacidén de la vacuna. Cualquier otro material que salga
del drea de virus lo hara a través del autoclave.

La Figura 7 esquematiza la distribucién de los sectores esenciales
en todo laboratorio de produccién. El esquema no estd hecho en escala.
Soloindica los sectores con que debe contar la unidad y su independencia.

CENTRAL DE SERVICIOS

Dependiendo del disefio del laboratorio, los servicios se agrupardn en
diversas formas Puede ser una construccion independiente enfrente al
laboratorio de produccién que cuenta con todos los equipos o sdlo una
parte de ellos. Los otros equipos pueden estar en un sobre-techo arriba
def laboratorio.

De cualquier manera los servicios basicos imprescindibles serdn:

— Central de aire comprimido, de preferencia compresores tipo
libre de aceite.

— Central de agua refrigerada.

— Central de agua a 37°C.

— Unidad generadora de vapor.

— Unidad generadora de energia ¢léctrica para emergencias {grupo
electrogeno),

— Unidad de tratamiento de agua, deionizacién, destilacion, dsmosis
reversa.

— Unidad de aire acondicionado, con presiones diferenciales para las
drcas libres y contaminadas. Es ideal que posean filtros absolutos o la
salida.

Unidad de tratamiento de aguas servidas. El agua que sale del lubo-
ratorio pucde llevar virus vivo que debe ser destruido por tratamiento
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FIGURA 7

Sectores que componen un laboratorio de produccion de vacunas
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Ssif:cc::la El tratamien’to.puede ser térmico, en general por inyeccién
o tOdOSelvapor 0 quimico por acidos y luego neutralizado por alcalis.

n 0§ casos serd necesario contar con cisternas o camaras de de-
pOsito para detener ¢l agua durante el tratamiento.

BiotERIO

Ecl bloft.e.rio deberd proveer al laboratorio los cobayos y ratones lactan-
s suficientes para probar todas sus partidas de producciéon de vacuna
nornéahes y algunas experimentales.
ada partida trivalente de vacuna i iré i
500 s na insumird en media 84 cobayos de
En una prueba de vacuna trivalente sobre 16 bovinos con evaluacién

de anticuerpos por sero i
proteccién en ratones 1 4
ratones lactantes de 6-8 dias de edad. actantes, se usarin 2 664

UNIDADES DE PRUEBAS DE VACUNAS EN COBAYOS Y RATONES

Lav i
lactaiiunamén de cobayos y la descarga de virus en cobayos y ratones
ctan er:l ien pruebzzis. de vacunas debe ser hecha en una unidad dotada
smas condiciones de seguridad A i
ue el drea conta
: i q minada del
aboratorio. Ademds debe contar con un horno incinerador para quemar

todos los animales inoculado i
_ . s, camas, sobra de racio -
rial que deba salir de la unidad. esy todo el mate

CAMPO EXPERIMENTAL PARA ANIMALES

Es muy conveniente que el laboratorio disponga de un campo experi-
{ggr;gl para ensayos en amr_nales grandes y medianos, vacunacioén de

ismos, estudio de reacciones locales, etc., excluyendo el uso de vi-
rus vivo. Si el laboratorio no dispone de este campo debe tener acceso
a~algun _establgcimiento rural donde pueda vacunar animales para estu-
dio de inmunidad a través de su respuesta de anticuerpos, estudio de

reaCCiOl’leS lOcales estudlo de a d =
al un r1oga uey V $
. 5 g S g sn aS, adyu antes, etce
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11. LAVADO, PREPARACION Y ESTERILIZACION DE MATERIAL

11.1. Consideraciones generales

Debido a las exigencias especiales del material de vidrio, destinado a
cultivos celulares, es aconsejable que se manipule aparte de los materia-
les usados por otros laboratorios.

Si el material procede de otras 4reas infectadas debe ser previamen-
te descontaminado y luego sometido al tratamiento que s€ detalla més
adelante.

El personal debe usar ropas especiales de trabajo. En caso de utilizar
sustancias corrosivas se recomienda el uso de guantes y delantales de
goma. La utilizacion de guantes de asbesto €s recomendable para el
manejo de hornos y autoclaves.

Lavapo

En lineas generales, los pasos para un buen lavado del material de culti-
vos celulares son los siguientes:

a) Dejar en contacto por inmersion con un detergente de buena cali-
dad y de facil remocion, por un periodo minimo de 12 horas. El deter-
gente, polvo o liquido, es usado en una concentracion de 1,0 por ciento
generalmente, salvo otras instrucciones del fabricante.

b) Escurrir el detergente y cepillar bajo agua corriente para eliminar
detritus celulares. Se deben usar cepillos apropiados a las dimensiones
de los materiales a lavar. Tener cuidado que los cepillos estén en buenas
condiciones para no rayar el vidrio.

¢) Enjuagar con agua corriente varias veces para eliminar el deter-
gente. En algunos casos es conveniente enjuagar con agua caliente.

d) Enjuagar cinco veces con agua deionizada.

e) Eliminar el agua de exceso, invirtiendo el material sobre una
superficie limpia.

f) Secar en horno a 150°C. Los tapones y otros materiales de goma
pueden ser secados en estufa a 37°C.

g) El material se mantiene libre de polvo hasta el momento de su
preparacion y esterilizacion.

h) E1 detergente debe ser cambiado una vez por semana o cuando s¢
observa que estd sucio. lo que dependerd de la frecuencia de uso.

i} Los materiales nuevos s¢ dejan sumergidos en detergente al 2,0
por ciento durante 3-4 dias.
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J) Los tapones de goma, las tapas de rosca. los tubos de goma y de
acero pueden ser tratados en igual forma.

k) Las pipetas deben ser lavadas en lavadores automaticos, siendo
enjuagadas con agua deionizada antes de ser secadas en el horno.

1) Las jeringas corrientes y las automiticas deben ser lavadas indi-
vidualmente y comprobadas en su funcionamiento antes de ser prepa-
radas y esterilizadas. Especial cuidado debe tomarse en el lavado de fil-
tros Seitz y Millipore (ver 12.14).

PrEPARACION

La forma de preparar el material tiene gran importancia sobre la facili-
dad de su empleo posterior y sobre el mantenimiento de la esterilidad
por mayor tiempo. En general, las partes abiertas son cubiertas con pa-
pel de aluminio de una espesura de 0.04 mm, y luego se coloca papel
Kraft simple o doble segiin el caso y se amarra con cordel.

a) El material a preparar debe estar siempre seco y frio.

b) Las pipetas pueden ser envueltas individualmente en papel Kraft
o bien, colocadas en cilindros especiales de acero inoxidable.

c¢) Los tubos de cultivo también son colocados en tarros especiales
en forma invertida.

d) Los tapones de goma y las tapas de rosca deben ser colocadas en
frascos de boca ancha o bien en placas de Petri. El método de prepara-
cion depende en gran parte de la calidad de la goma y de su resistencia a
la esterilizacién por calor.

¢) Los embudos, jeringas y otros materiales especiales deben ser pre-
parados en tal forma que puedan ser manipulados ficilmente y en for-
ma tal que no pierdan su esterilidad.

f) Para ciertos trabajos es necesario utilizar tapones de gasa y algo-
don. que se deben confeccionar con materiales de buena calidad, que
no desprendan aceites voldtiles con el calor. El algodoén a usar debe ser
hidréfobo, es decir no absorbente.

g) Los filtros Seitz y Millipore deben ser preparados cuidadosamen-
te, seglin instrucciones (ver 12.14).

EsTERILIZACION

ratura de 180°C durante 2 horas. Para que la esterilizacién se realice

El material de vidrio es esterilizado en horno, por calor secc. a una tem-
pe
¢n buena forma es indispensable colocar el material dentro del horno de
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modo que haya una adecuada circulacion de aire caliente, evitando las
bolsas de aire. .

Se debe tener en cuenta la calidad del papel que se usa para env olver
el material. No debe ser quebradizo ni liberar alquitranes u otras sustan-
cias toxicas que sean nocivas para los cultivos celulgreg.

Algunos materiales como tapones de goma, jeringas, fr.a‘sc%s con
tapones de gasa, tapas de rosca, tubos de goma, etc. sonﬁeitenhza385 en
autoclaves, por calor humedo, a una temperatura de 14 C por . m17
nutos. La temperatura de 121°C corresponde auna presion de 15 libras

i je.
ulgada.? Se debe evitar que el papgl se moj . _ ]
i En general, se debe dejar enfriar los materiales en el propio gu({o
clave u horno, salvo en casos de emergencia, que pueden ser enfrxfalos
a temperatura ambiental. Nunca deben ser colocados en camaras frias,
ya que se corre el riesgo de rupturas y de entrada de aire no estéril por
cambios térmicos. ] .

Los filtros Seitz y Millipore después de esterilizados deben ser
enfriados seguin lo descrito en 12.14. o

La temperatura del autoclave puede ser contrplada rutinariamente
con cinta 3M especial para autoclaves. Esta cinta tiene 'b.and.a)s que cam-
bian de color cuando se alcanza la temperatura de esterilizacion.

11.2. Material de vidrio de uso general

i idri jo durante la noche en

a) Poner todo el material de vidrio en remojo
cubas) grandes con 1,0 por ciento de detergente (EVENT, Magnus
Soilax, RJ). .

b) Cepillar bien y enjuagar cinco veces con agua corriente.

¢) Enjuagar cinco veces con agua delongda.

d) Secar en horno a 150°C durante 30 minutos. o .

e) Enfriar y preparar con tapas de papel aluminio recubiertas con
papel Kraft, asegurando con cordel.

f) Esterilizar en horno a 180°C por 2 horas.

11.3. Pipetas

a) Dejar de remojo durante la noche en cubas con detergente. .

b) Enjuagar individualmente en agua comun usando m?nguera adap
table al grifo de agua para eliminar los algodones por presion. frada

¢} Colocar en ¢! lavapipetas v enjuagar con agua desmineraliza
por 10 ciclos.
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d) Secar en horno a 150°C por 30 minutos.

e) Enfriar v poner algodén hidréfobo (no absorbente) en el extre-
mo de succion.

.f) Separar por capacidad y poner en cilindros de acero inoxidable,
o'bxen envolver individualmente en papel Kraft y cada grupode 5a 10
pipetas es otra vez envuelto en papel Kraft.

g) Esterilizar en horno a 180°C por 2 horas.

11.4. Botellas roller

Las botellas roller no son diferentes de los otros recipientes de vidrio
que se usan en los trabajos con cultivos de células. Por lo tanto pueden
ser lavadas de acuerdo con el procedimiento descrito en 11.2.

Cuando son usadas en cultivos destinados a replicacion de virus, el

nﬁmgro de botellas es muy grande y es conveniente lavarlas en maqui-
nas hidrolavadoras rotativas (ver Figura 8).

FIGURA 8
Maaquina hidrolavadora
rotativa para botellas
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PROCEDIMIENTO

a) En estas maquinas las botellas son colocadas en forma invertida
en un soporte circular que va girando sobre una corona de picos inver-
tidos, y que se detiene cada vez que la boca de las botellas enfrenta los
picos invertidos que enviardn liquidos bajo fuerte presion al interior de
la botella. Esos picos estin conectados a tres recipientes conteniendo:
agua corriente usada para enjuagar, agua con 1,0 por ciento de deter-
gente no espumoso a 80°C, y agua destilada para enjuague final.

Cada botella recibir sucesivamente: dos chorros de agua corriente
para enjuague inicial, ocho chorros de detergente a 80°C, tres chorros
de agua corriente para eliminar el detergente, y dos chorros de agua des-
tilada.

b) Cuando las botellas se retiran de la méquina se colocan en posi-
cién invertida para que escurra el agua de lavado.

¢) Secado en homo eléctrico a 150°C durante 1 hora.

d) Se tapan con papel aluminio, papel Kraft y se ata con cordel.
Cuando son destinadas a un uso inmediato se puede usar solo papel
aluminio.

e) Esterilizar en horno eléctrico 2 horas a 180°C.

11.5. Tapas rosqueadas de botellas roller

a) Dejar las tapas nuevas en detergentes (EVENT MAGNUS)al 2,0
por ciento por 48 horas.

b) Las tapas usadas deben quedar en remojo durante la noche en
detergente (EVENT MAGNUS) al 1,0 por ciento.

¢) Enjuagar bien con agua corriente.

d) Enjuagar cinco veces con agua deionizada.

) Secar a temperatura ambiente o0 a 37°C.

f) Poner en camadas separadas por gasa en cajas de aluminio ade-
cuadas.

g) Tapar y asegurar con papel Kraft y cordel.

h) Esterilizar en autoclave a 121°C/15 1b por 60 minutos.

11.6. Tapunes de goma

a) Poner los tapones nuevos en detergente al 2.0 por ciento por 48
horas.

b) Poner los tapones usados en detergente al 1.0 por ciento por 24
horas.
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¢) Enjuagar bien con agua corriente.

d) Enjuagar cinco veces con agua deionizada.

e) Secar a temperatura ambiente o a 37°C.

f) Los tapones mds pequefios se ponen en frascos y los grandes se
envuelven individualmente en papel Kraft para su esterilizacion.

g) Esterilizar en autoclave a 121°C/15 Ib por 60 minutos.

11.7. Balones con dispositivos para transferencia estéril (Figura 9)

a) Retirar los sifones de los balones, frascos Erlenmeyer, etc., para
lavar separadamente.

b) Dejar los frascos en remojo durante la noche en solucion al 1,0
por ciento de detergente (EVENT MAGNUS).

¢) Retirar los filtros de los sifones y poner estos ultimos en cuba
con detergente durante la noche. Los filtros no deben ser mojados.

d) Lo mismo se hard con las mangueras de transferencia, los embu-
dos de siembra, los embudos de cosecha y con las mangueras tapa sifén.

¢) Lavar bien con agua corriente el interior y exterior de los sifones
y otras mangueras.

f) Enjuagar en la misma forma con agua deionizada.

g) Colgar para escurrir el agua y secar.

h) Instalar los sifones en los balones, conectar los filtros y las man-
gueras tapas, cubriendo el conjunto con papel de aluminio y papel
Kraft, asegurando finalmente con cordel.

i) Taponar los extremos de las mangueras con gasa y cubrir con pa-
pel de aluminio, envolviendo toda la manguera con papel Kraft asegu-
rando con cordel.

3) Las mangueras tapa sifon sueltas, se tapan con gasa, en el extre-
mo libre, se cubre con papel de aluminio y se envuelven en paquetes
de 5, atando con cordel.

k) Los filtros de sifon se cubren en sus extremos con papel de alu-
minio y se envuelven individualmente en papel Kraft.

1) Los embudos de cosecha se cubren en las bocas con papel alumi-
nio y se envuelven con papel Kraft, asegurando con cordel.

m)Esterilizar todos los materiales en autoclave a 121°C/15 Ib por
60 minutos.
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12. UNIDAD DE PRODUCCION DE MEDIO DE CULTIVO

En esta unidad sc producen los medios de cultivo para el area limpiay
el drea de virus.

Los medios que se producen en mayor volumen son los medios de
crecimiento celular (M.C.) y el medio de mantenimiento para virus
(M.V.) que son destinados a los cultivos en ¢l drea de virus. Esos medios
son formulados en esta unidad v transferidos por tubulacion al area de
virus donde se realiza la filtracion esterilizante.

En laboratorios de mayor porte la filtracidén esterilizante de estos
medios es hecha en el drea limpia y los medios transferidos por tubula-
cidn estéril a los tanques del drea de virus donde van a ser usados.

Todos los otros medios de cultive y soluciones que se producen son
esterilizados y controlados en esta unidad antes de librarlos al uso.

12.1. Equipo

— Balanza Mettler sensible a 0,1 g (Modelo P2000N).

— Balanza hasta 2,0 kg (OHAUS. Scala Corp. USA).

- pH meter (Metrohm y Portatest 901).

— Osmoémetro (Osmette, Precision osmometer).

— Agitadores magnéticos (Mag Mix, Mod. No. 4815. Cole Parmer
Inst. Co., Chicago, Iil. USA).

— Barras magnéticas 1 3/8 x 5/8”, 2 1/27 x 5/8°. 1 1/2" x 3/8”,
etcétera.

— Balones Pyrex fondo plano 1-2-5-10 y 20 litros, etcétera.

— Mecheros Bunsen. Soportes para frascos.

— Beakers diversos tamafios.

— Tanques de pared simple de 50 y 300 litros con agitacion.

— Conexiones de latex y silicona.

— Cabina de flujo laminar (Edge Gard Hood. The Baker Co.. Inc).

— Filtros Millipore 142 y 293 mm.

— Tanques Millipore de presion de S v 20 litros.

— Prefiltros Millipore para ambos tamafios tipo AP25, AP20. AP15,
AWQ3, separador AP32.

— Placas filtrantes pH 0,30 um vy GS 0.22 um.

— Bomba de vacio y presion — Millipore XX6000000.
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12.2. Medio de crecimiento (M.C.) para células en suspension

Medio de crecimiento de células — 100 litros

_ Colocar alrededor de 70 litros de agua desmineralizada.
— Agregar bajo agitacion: L

a) MEM-GIBCO - Cat. 410-1100 — c.s.p. 82 litros
b) Vitaminas (sol. stock., concentrada 250 x) 164 ml

¢) Glucosa anhidra _ 287 ¢

d) Nitrato férrico (sol. stock 1 g/litro) %_72 ml

e) NaHCO;, TP :é(s)i

f) Caldo triptosa fosfato (T.P.B. 2 .
g) Penicilina G. potdsica 10.000.000 u.i.
h) Sulfato de Neomicina égogmg

i) Fungizona '
j) Polimixina B (optativo) 4.00Q.OOO u.i.
k) Suero bovino 8,0 llFI‘OS

1) Agua deionizada — c.s.p. 100 litros

— Ajustar pH =742 7,45.

— Filtrar en filtro Seitz por placas K2 + EKSI.

— Controles bacteriologicos. -

Cuando el medio se destina a células de stock.y para congelacion.
se formula sin antibi6ticos (items — g a Dy se fllt.ra por rjnembral_u’as
Millipore GS 0.22 um. Se hace control bacteriologico por incubacion
en estufa a 370C durante 7 dias 'y por siembra en TPB (ver 12.12).

Drogas utilizadas

a)MEM-GIBCOCat.No.410-1100 _ _

(Gibco Laboratories — Grand Island Biological Co.

Grand Island. NY 14072, USA).

nas.
o \C/(l)tr??elivadas como Sol. Stock concentrada 250 x (ver 12.7).
¢) Glucosa anhidra MERK . .. Cat. 8337. 5 |
d) Nitrato férrico MERK Cat. 3883. Se prepara una solucion a
0.1 por ciento y se guarda en congelacion.

¢) NaHCO, — MERK . .. Cat. 6329.
f) Caldo triptosa fosfato MERK Cat. 13811.0

Caldo triptosa fosfato DIFCO - Cat. 0060-01-6.

El producto viene en polvo.
¢) Penicilina G potasica (SQ;E‘E?EQ)

‘ato de Neomicina (UPICHN).

?)) Egggitzoonu _ Anfotericina B inyoectable SQUIBB.
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j) Polimixina B — GIBCO Cat. No. 860-1850.
k)Suero bovino (ver 12.9).
12.3. Medio de mantenimiento para virus (M.V.)

— Colocar alrededor de 60 litros de agua desmineralizada.
— Agregar bajo agitacion:

a) MEM-GIBCO — Cat. 410-110 — c.s.p. 63 litros

b) Vitamina (solucién stock concentrada 250 x) 126,0 m!

¢) Ghucosa 220,50 ¢

d) Nitrato férrico (solucion stock 1 g/litro) 6.3 ml

e) NaHCO, 1540¢

f) Caldo triptosa fosfato (T.P.B.) 206,5 ¢

g) Solucidén Tris Buffer (ver 12.4) 30 litros

h) Penicilina 10.000.000 u.i.
i) Sulfato de neomicina 15¢g

j) Fungizona 250 mg

k) Polimixina B (optativo) 4.000.000 u.i.
1) Agua desmineralizada — c.s.p. 100 litros
—pH=76.

— Filtrar en filtro Seitz por placas K2 y EKS1.
— Controles bacteriologicos.

Drogas utilizadas

a) MEM-GIBCO Cat. 410-1100.
(Gibco Laboratories —Grand Island Biological Co.
Grand Island, NY 14072, USA)
b) Vitaminas
Conservadas como Sol. Stock concentrada 250 x (ver 12.7).
¢) Glucosa anhidra MERK Cat. 8337.
d) Nitrato férrico MERK Cat. 3883, Se prepara una solucion al
0,1 por ciento v se guarda en congelacién.
¢) NaHCO,; — MERK Cat. 6329.
f) Caldo triptosa fosfato MERK Cat. 13&811.0
Caldo triptosa fosfato DIFCO - Cat. 0060-01-6.
El producto viene en polvo.
¢y Penicilinag G potdsica tSQUIBB ).
h) Sulfato de Neomicina (UPJOHN).
1) Fungizona - Anfotericina B inyectabic SQUIBB
iy Polimixina B - GIBCO Cat. No. 860-1550
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12 4. Solucion de tris-buffer 0.2 M

— Pesar 726.84 g de TRIS y disolver en 235 litros de agua deionizada
bajo agitacidn.

— Agregar 250 ml de HCl concentrado. Como ¢l pH aun estard
alto, agregar mas HCl concentrado hasta llegar a pH 7.6. Completar el
volumen a 30 litros.

— Preparar la solucion inmediatamente antes de usar.

Drogas utilizadas

a) TRIS — Hydroxymetyl amino metano P.M. 121.14
(GIBCO Laboratories, Cat. No. 845-1310
Grand Island NY 14072, USA)

b) HC! concentrado 37 por ciento (MERK Cat. No. 317).

12.5. Medio de crecimiento para células BHK de monocamada
Cantidad para 100 litros:

— Sobre 40 litros de agua deionizada bajo agitacidn agregar
a) Polvo MEM GIBCO Cat. 410-1100 — c.s.p. 82 litros

b) Vitaminas (Sol. Stock concentrada 250 x) 164 ml
¢) Glucosa anhidra 287 g

d) Nitrato férrico (Sol. Stock 0.1 por ciento) 8.2 ml
¢) Na HCO, 200 g

) Caldo triptosa fosfato (T.P.B.) 295 ¢

¢) Suero bovino tratado por PEG (ver 12.9.) 9.0 litros
h) Penicilina G potasitca 100 u.i./ml 10M.U.
i) Sulfato de Neomicina 0.15 mg/ml 15¢

i1 Fungizon 2.5 mglitro 250 mg

- Completar a 100 litros con agua deionizada.

— Burbujear CO? hasta pH 6.7.

- Filtrar por filtros Millipore montados con placas AP23-AW03.
Separador AP32 v GS 0.22 um v distribuir en balones de § a 10 litros.
“ontroles bacteriolégic
| medic se de

4 a mantenimicnto de células del stock

- o .
sacion a 37°0 por 7o dias
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Drogas utilizadas

a) MEM-GIBCO Cat. No. 410-1100
{Gibco Laboratories — Grand Island Biological Co.
Grand Island. NY 14072, USA)
b) Vitaminas
Conservadas como Sol. Stock concentrada 250 x (ver 12.7).
¢) Glucosa anhidra MERK Cat. 8337.
d) Nitrato férrico MERK Cat. 3883. Se prepara una solucion al
0,1 por ciento y se guarda en congelacion.
e) NaHCO, — MERK Cat. 6329.
f) Caldo triptosa fosfato MERK Cat. 13811, o
Caldo triptosa fosfato DIFCO - Cat. 0060-01-6.
El producto viene en polvo.
g) Penicilina G Potdsica (SQUIBB).
h) Sulfato Neomicina (UPJOHN).
i) Fungizona — Anfotericina B inyectable SQUIBB.
j) Polimixina B — GIBCO No. 860-1850.
k)Suero bovino (ver 12.9.)

12.6. Medio para congelacion de células

— Medio dc crecimiento celular (M.C.) con 8,0 por ciento suero bo-

vino, sin antibioticos 380 ml
— Suero normal de bovino estéril 70 ml
— Glicerira pura esterilizada 50 ml

— Control bacteriologico.
— Glicerina pura MERK Cat. 4091

esterilizada en autoclave 30 minutos a 121°C.
— Suero normal bovino estéril (ver 12.9.).

12.7. Solucién de vitaminas 250 x (1.0 litro)

— Preparar una solucion de 1,6 g de NaOH en 40 mi de agua deioni-
zada. En esa solucion disolver:

Acido folico 0.5 ml

En 800 ml de agua desmineralizada en agitacidn agregar:

a) Solucitén anterior de dcido folico

b) Cloruro de colina

¢) Nicotinamida

dir D, Pantotenato de caleio

s

coo
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™
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¢) Piridoxal HCl 05¢
f) Tiamina HCI (aneurina) 05¢g
g) Riboflavina en solucién 0,005 g/ml 10 ml

Solucion de Riboflavina:

— Disolver 2 m! de una solucién IN de NaOH en 98 mli de agua
deionizada.

— Disolver bajo agitacion 0,5 g de Riboflavina.

— Guardar en congelacion

h) Completar ¢l volumen a 1000 ml

— Distribuir en frascos, proteger de la luz y guardar en congelacion
a —20°C.

Drogas utilizadas

a) NaOH (MERK Cat. 6498).

b) Acido folico (MERK Cat. 3948).

¢) Cloruro de colina (MERK Cat. 500117).

d) Nicotinamida (MERK Cat. 6818).

e) D Pantotenato de calcio (MERK Cat. 2316).
f) Piridoxal MERK Cat. 7523).

g) Tiamina HCI (aneurina) (MERK 8181).

h) Riboflavina (MERK 7609).

12.8. Solucién de tripsina 0,1 por ciento (cantidad 1.000 ml)

— Sobre 800 m! de agua deionizada en agitacion agregar:

a) NaCl 80¢g
b) K Ci 02¢g
¢) Na,NPO,. 12H,0 20¢g
d) Tripsina 1:250 10¢g
e) NaHCO, 1.0g
f) Rojo fenol 1.0 por ciento 12¢g
g) Agua deionizada - c.s.p. 1000 m!

— Filtracion esterilizante por filtro Millipore 142 mm con placas
AP25 y GS 0.22 um. Distribuir en frascos de 50 mi.
— Control bacteriologico.

Drogas utilizadas

a) NaCol (MERK Cat. 6404).
by KCHMERK Cat. 4936).
¢) Na, HPO, . 12H,0 (MERK Cat. 6579).
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d) Tripsina 1:250

(DIFCO Lab.. Dctroit. Michigan. USA). DIFCO Certified.
¢) NaHCO; (MERK Cat. 6329).
f) Rojo fenol soluble

(Nutritional Biochemical Corporation

Cleveland. Ohio. USA).

12.9. Suero bovino para medio de crecimiento y congelacion

El suero bovino constituye un elemento promotor de crecimiento im-
prescindible para los cultivos de células BHK21, y para que éstas man-
tengan su susceptibilidad inalterada frente al virus de la FA.

Siendo ¢l sucro un elemento extraido de animales vivos, puede ser
vehiculo de agentes infecciosos. bacterias, virus. PPLO. y/o factores
toxicos que afectarian los cultivos, por lo cual cada partida de
suero debe ser debidamente controlada.

PROCIDIMIENTO DE EXTRACCION ¥ PROCFESO DEL SUERO BOVINO

a) La sangre debe ser colectada en un matadero higiénico y con
control sanitario.

b) Se utilizan tachos de¢ aluminio o plastico esterilizables. de boca
ancha y 10 litros de capacidad. Para el sucro destinado a produccién.
se agrega 100.000 u.i. de penicilina G potdsica y 0.15 g de sulfato de
neomicina por litro de sangre.

Cuando se trata d¢ suero para cultivo de cclulas sin antibidticos. se
omite el uso de penicilina y neomicina, tomdndose especiales cuidados
de asepsia.

¢) Se deja coagular la sangre v se corta el codgulo en trozos pequefios.

d) Se vacian los codgulos cortados ¢n un balde plastico con orifi-
cios. contenido dentro de otro balde adonde cacrd ¢ sucro que ¢ va
separando por retraccion de los codgulos. Se coloca wodo en camarae o
4°C por 12 a 1& horas.

e) Se centrifuga ¢! sucro on contrffuge (A Laval Moddlo BPB

£1 Bl suero co gado
durante 30 minutos. baio cont
1

¢) Inmediatameni. dospid,
Pilot 20 x 20 (ver 12 84y o0
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polipropileno de 18 litros de capacidad a razon de 14 litros de suero por
cada balon.

h) Se toma una muestra para recuento bacteriano (ver 17.1.4).

i} Se toma una muestra de 1.000 ml y se somete a filtracion esteri-
lizante en filtro Millipore 293 mm. equipado con placas AP25-AW(03.
separador de dacron AP32 y placas GS 0.22 um. Esta muestra sera usa-
da para controles de crecimiento celular (ver 12.9.3.2).

j) Si la partida de suero es aprobada quedard congelada hasta elmo-
mento de su uso para preparacion de M.C. Para ello, el dia anterior a su
uso se retira del congelador y se deja a temperatura ambiente. Cuando
esta totalmente descongelado y antes de incorporarlo al medio de cul-
tivo, se clarifica por filtro Seitz, con placas K5, a razén de una placa
K5 20 x 20 por 1,5 litros de suero.

SUKERO BOVINO TRATADO CON POLIETILENGLICOL

Materiales
— Polietilenglicol (PEG)
(CARBOWAX PEG 8.000
Fisher Scientific Co.
Fair Lawn, NY. USA)
Se prepara una soluciéon conteniendo:

PEG 800 ¢
Solucién salina fisiologica
NaCl 0.85 por ciento 1 000 ml

— Se calienta para disolver bajo agitacion.
-~ Autoclave 15 libras (121°C) por 3G minutos.

Procedimiento

ay La sangre debe ser colectada en un maiadero higiénico y con con-
trol sanitario.

b Se utilizan tachos de aluminio o plastice esterilizables de boca
anchia v 10 litros de capacidad. Pera of suero destinado u produccion.
2 100.000 u.i. G potdsica v 0.15 g de sulfute do
e por iitro de s
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contenido dentro de otro balde adonde caerd el suero que se va sepa-
rado por retraccion de los codgulos. Se coloca todo en camara a 4°C por
12 a 18 horas.

e) Se centrifuga el suero en centrifuga (Alfa Laval, Mod. DPB
202A-11) a 7 000 revoluciones por minuto.

f) Agregar a cada litro de suero 170 ml de solucion de PEG.

g) Agitar durante una hora a temperatura ambiente.

h) Dejar sedimentar durante una hora.

i) Sifonar el liquido sobrenadante, clarificar por gasa y congelar a
_20°C en frascos de polipropileno de 18 litros de capacidad con 14
litros de suero.

i) Se toma una muestra para recuento bacteriano.

k) Una muestra de un litro es filtrada por filtro Millipore equipado
con placas AP25-AWO03, separador AP32y placa GS 0,22 um para estu-
dios de crecimiento celular.

CONTROLES DE SUERO BOVINO

Todas las partidas de suero bovino, una vez filtradas deben ser someti-
das a los siguientes controles:

Bacterioldgico

Controles en T.P.B., caldo thioglicolato y Agar Sabouraud. Cultivos a
37°C y temperatura ambiente por 8 dias.

Control de crecimiento celular

Una muestra de cada nueva partida de suero es sometida a control de
crecimiento celular frente a un suero conocido tomado como refe-
rencia.

Materiales

_ Muestras estériles de 300 ml del suero en ensayo y 300 mldeun
suero de referencia. Si es para monocamada serdn sueros tratados por
PEG. si es para suspension seran sueros no tratados por PEG.

_ Dos balones de 5.0 litros con barra magnética y 2.760 ml de me-
dio de crecimicnto sin suero y dispositivo para transferencia estéril.

_ Cultivo de células BHK de monocamada o suspension,
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Procedimiento para suero destinado a células de monocamada

1) Se prepara 1 balon, Balon A adicionado 240 ml de suero tratado
con PEG en estudio al medio de cultivo.

2) Se prepara 1 balon. Balon B adicionando 240 ml de suero de
referencia tratado con PEG.

3) Se tripsinizan 2 cultivos celulares en botellas Roux. y con ellos
e siembra 3 botellas Roux con 30 millones de células por botella, usan-
do medio de cultivo y suero en estudio del Balon A (linea A). En igua-
les condiciones se siembran 3 botellas con medio de cultivo y suero de
referencia del Balon B (linea B).

4) A las 48 horas: se tripsinizan las botellas linea A y se hace re-
cuento celular y se siembran 3 nuevas botellas Roux ajustando la con-
centracioén celular a 30 millones de células por botella. Pase 2.

Se tripsinizan las botellas de linea B,y se hace recuento celular y se
siembran 3 nuevas botellas Roux ajustando la concentracion celular a
30 millones de células por botella. Pase 2.

5) A las 48 horas: se repiten las operaciones 4, sembrandose el
Pase 3 de la linea A y el Pase 3 de la linea B.

6) A las 48 horas: se tripsinizan y cuentan las células del Pase 3 de
lalinca A y ¢l Pase 3 de la linea B.

Interpretaciones. Si ¢l aspecto morfologico macro y microscopico
de los cultivos y recuentos celulares fueron similares, se¢ considera apro-
bado el suero en estudio. Si los cultivos hechos con el suero en estudio
fucron inferiores. se rechaza la partida de suero. En caso de duda se
pucde hacer un cuarto pase con ambas lineas.

PROCEDIMIENTO PARA SUERO DESTINADO A CULTIVOS DE SUSPENSION

1) Se¢ prepara 1 balon A adicionando 240 ml de suero en estudio,
sobre 2.760 ml de M.C. sin suero.

2) Se prepara 1 baléon B adicionando 240 ml de suero de referencia
sobre 2.760 ml de M.C. sin suero.

3) A partir de un mismo cultivo celular: se siembra ¢l Pase 1 de la
linea A con medio de cultivo del balon A y una concentracion celular
de 0.5 x 10%° cél/ml.

Se siembra el Pase 1 de la linea B con medio de cultivo del balon B
y una concentracion celular de 0.5 x 1089 célyml.

4) 24 horas después: se hace recuento celular del primer pase dc
la linea A.y se siembra el segundo pase de la linea A, ajustando la con-
centracion celular a 0.5 x 10%% ¢él/ml.
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Se hace recuento celular del primer pase de la linea B y se siembra
el segundo pase de la linea B, ajustando la concentracion celular a 5,0
x 1089 cél/mi.

5) 24 horas después: se repiten las operaciones 4, sembrando el ter-
cer pase de las lineas A v B.

6) 24 horas después: se repiten los recuentos celulares v observa-
cion microscopica del tercer pase de las lineas A y B.

Interpretacion. Si el aspecto morfologico v el recuento de células
fueron similares para las lineas A v B el suero en estudio se considera
aprobado.

Si el suero en estudio demostré ser inferior, es eliminado. En caso
de duda se puede hacer un cuarto pase con ambas lineas.

12.10. Solucion de buffer glicocola (10 litros)

Sobre 7 litros de agua deionizada bajo agitacion agregar:

a) NaOH 505¢g
b) NaCl 1040 g
¢) Glicocola 1580 g

Cuando las drogas estén bien disueltas completar el volumen a 10
litros con agua deionizada. El pH serd de 9,8 a 10,2.

Distribuir en frascos color oscuro de 1000 ml con 700 ml de buffer
y esterilizar en autoclave a 121°C por 30 minutos.

Drogas utilizadas

a) NaOH (MERCK Cat. 6498,
b) NaCl (MERK Cat. 6404).
¢) Glicocola — Glycin (MERK Cat. 4201).
12.11. Solucién salina P.B.S. M/25 pH 7.6 (10 litros)

Sobre & litros de agua deionizada en agitacién agregar:

a) NaCl 80 ¢
by K Ci 20¢
I Na-HPGO, Sl 1M 3% ml
dir KH. PO, Sal I M 45 mi
¢ Agua deionizada - o5 10 oo

S.8.D
- Ajustar a pH 7.6 con HOT o NaOH (solucion molan)

(99}
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Drogas utilizadas

a) NaCl (MERK Cat. 6404).

b)K Cl (MERK Cat. 4936). )

¢) Na,HPO, 12H,0 (MERK Cat. 6579 Sol. molar: 338.14 ¢ en
1000 ml agua. )

d) KH,PO, (MERK Cat. 4881) Sol. molar: 136.09 g en 1000 ml
agua.

— Filtracion por placas AP25 v GS 0,22 um.

— Control bacteriologico.

12.12. Medios para control bacteriologico
CALCO TRIPTOSA FOSFATO

a) Pesar 29,5 g de polvo de Bacto Tryptose Phosphate Broth y
disolver en 1000 m! de agua deionizada o destilada.

b) Distribuir en frascos de 120 m! con tapa de rosca, a razén de 70
ml en cada frasco o en tubos de ensayo a razén de 15 ml por tubo.

¢) Esterilizar en auclave a 135 libras (121°C) por 30 minutos.

d) Incubar a 37°C por 48 horas para control de esterilidad, después
guardar a temperatura ambiente.

Medios utilizados

Bacto Truptose Phosphate Broth (DIFCO-0060-01-6, Difco Laborato-
ries Detroit, Michigan, USA).

MEDIC DE THIOGLICOLATO

a) Pesar 40,5 g de polvo Bacto Brewer Thioglycollate Medium de
DIFCO y adicionar a 1000 ml de agua deionizada o destilada fria v ca-
lentar hasta ebullicion para disolver el medio completamente.

b) Distribuir en frascos de 120 ml con tapa de rosca a razéon de 70
ml por frasco, o en tubos de ensayo de rosca a razébn de 1§.O ml por tubo.

¢) Esterilizar en autoclave a 15 libras (121°C) por minutos.

d) Incubar a 37°C por 48 horas para control bacteriologico. Guar-
dar a temperatura ambiente. Si durante la conservacion maés de uz{‘,AZO
por ciento de la poreidn superior del medio tomé un color verde debido
a oxigenacién. el medio debe ser calentado a bafic maria para eliminar
e} oxigeno absorbido.
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Medios utilizados

Bacto Brewer Thioglycoliate Medium (DIFCO-0236-01. Difco Labora-
tories Detroit, Michigan, USA).

MEDIO DE AGAR SABOURAUD

a) Pesar 65 g de polvo Bacto Sabouraud Dextrose AGAR vy adicio-
nar a 1000 ml de agua deionizada o destilada fria, v calentar hasta ebu-
llicién para disolver el medio completamente.

b) Distribuir en tubos de ensayo con tapa de rosca a razon de apro-
ximadamente 8 ml por tubo.

¢) Esterilizar en autoclave a 15 libras (121°C) por 15 minutos.

d) Colocar los tubos en pesicion inclinada para que el agar solidi-
fique en forma de pico de flauta.

e) Incubar a 37°C por 48 horas para control bacteriologico y luego
conservar en camara a 4°C.

Medios utilizados

Bacto Sabouraud Dextrose Agar (DIFCO-0109-01, Difco Laboratories
Detroit, Michigan, USA).

12.13. Solucioén de eosina 0,2 por ciento

— Soluciéon madre:

Eosina en polvo 20¢g

Agua deionizada 100 ml

— Se disuelve y se filtra por placa AP25 GS 0.22 um de Millipore.
— Se distribuye en frascos estériles de 50 ml.

— Control bacteriologico.

Antes de usar se diluye la solucidon madre a razon de:

Solucion madre de eosina 3,0 ml

P.B.S. estéril 27 ml

Materiales usados

Fosina (MERK Cat. 1344).
P.B.S. (ver 12.11).
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12.14. Filtracion clarificante y esterilizante

Filtracion esterilizante es aquella que retiene todas las bacterias y otros
microorganismos qué se encuentran en suspension en un medio liqui-
do o gaseoso determinado, como medio de cultivo, suspensidn virica.
etcétera.

Esa remocidon es hecha por filtros delicados, debidamente esterili-
zados antes de su uso y que se dividen en filtros de profundidad y fil-
tros de superficie.

Para aliviar el trabajo de esos filtros, los medios pueden ser tratados
previamente por varios procedimientos que van de la simple decanta-
cidn, a la centrifugacion y la filtracién clarificante.

La filtracion clarificante es hecha con filtros de profundidad, cuya
esterilizacion no es imprescindible, y que pueden estar montados en
soportes independientes o en los mismos aparatos en que van las placas
esterilizantes.

FILTROS DE PROFUNDIDAD — TIPO SEITZ

Los filtros de profundidad retienen las particulas en suspension por
accion de tamiz y por adsorcidn, tanto en su superficie como en su
interior. Por eso son capaces de retener particulas menores que el ta-
mafio de sus poros (Figura 10).

FIGURA 10
Materiai filtrante SEITZ

{10C aumentos)
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Aunqgue hay varias marcas de filtros de profundidad. nos referire-
mos a las placas SEITZ elaboradas con celulosa y amianto. Hay varios
tipos de placas SEITZ de los cuales las dos mds usadas en laboratorios
de produccidn de vacunas son:

— Las placas clarificantes de grado K clasificadas como. KO. K2
K3, K5, K7, K10 por grados crecientes de retencién.

— Las placas esterilizantes que también por grados crecientes de
retencién son: EK, EKS, EKS1 y EKS2.

Los filtros usados en el laboratorio del CPFA son los modelos Seitz
Pilot, tamafio 20 x 20 cm (Figura 11), y los filtros multiplacas ORION
OF40. 40 x 40 cm (Figura 12).

FIGURA 11
Filtro clarificante
y desgerminante
PILOT Z, tam. 20

FIGURA 12
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Las camaras metalicas colocadas en posicion vertical (Figura 13) se
dividen en distribuidoras, que distribuyen el liquido a filtrar impulsdn-
dolo a través de las placas filtrantes y las cimaras colectoras que reciben
el liquido ya filtrado. Las placas filtrantes quedan colocadas entre las
camaras metalicas y distribuidoras y colectoras (Figura 14). El medio
pasa asi a través de una sola placa filtrante.

FIGURA 13
Cdmara de acero inoxidable

FIGURA 14

Tolocacion de las placas en posicion verricai



98 Produccion, control de calidad y uso de vacunas

Hay una cdmara metdlica especial, Hamada inversora (Figura 15),
que colocada en el medio del filtro, o en la posicidn mas adecuada in-
vierte el flujo del liquido y asi permite hacer una filtracion doble. En
la primera parte del filtro se colocan placas clarificantes y por medio
de la placa inversora la segunda parte del filtro actuard como una uni-
dad independiente. En este sistema el medio pasard a través de 2 placas,
siendo la primera clarificante y la segunda esterilizante.

Vodesvuss

Tad
! 35
! XS
N A

FIGURA 15
Filtracién doble. Placa inversora

Las Figuras 16 y 17 ilustran el flujo del liquido en una filtracion
simple y doble.
La Figura 18 ilustra los distintos elementos de un filtro montado.

Montaje del filtro SEITZ

Para montar el filtro Seitz se colocan todas las camaras metdlicas so-
bre el soporte del filtro dejandolas separadas entre si.

ay Filtracién simple. No se usa camara inversora. A partir del extre-
mo del filtro por donde se hace la admision del liquido. se comienza a
colocar las placas sean estas clarificantes o esterilizantes de manera que
su lado rugoso enfrente las camaras metalicas de distribucién. y su lado
liso. enfrente a las cdmaras colectoras, que enviardn el medio filtrade

hacia la salida.
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Vilvula de
purga de aire

FIGURA 16
Filtracion simple

E Producto B
pre-filtrado

Producto
g sin filtrar

Salida

[Va’]vu]a de

Camara de .
purga de aire

inversion

FIGURA 17
Filtracion doble

99

Producto sin
filtrar

Placa
filtrante

]

Producto
filtrado

Producto
filtrado

Se cuadran bien las placas v se aprieta el eje central, girando clvo-

lante en el sentido de las agujas del reloj.

b Filtracion doble. Se comienza colocando las placas clanficantes
o de menor grado de filtracion en la forma descrita en (a) calculando ¢l
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protectora sobre ruedas)

. Paquete de cémaras
. Tapa fija del filtro (tapa

de la griferia)

Cimara de distribucién en
el lado del

Tapa mévil del filtro
Céamara de distribucién en
el lado del

Vilvulas de purga de aire y
de aire comprimido
Vilvulas de purga de aire
de vapor y de toma de
pruebas

. Manguito para la evacua-

cidn de residuos

. Manguito para la evacua-

cion de residuos (al que se
acopla, al utilizar una ca-
mara de inversidn, la grife-
ria de entrada)

. Husillo central de apriete
. Ruedas dirigibles

FIGURA 16

R
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numero de placas que serd necesario. luego se coloca la camara met4li-
ca inversora y después las placas filtrantes de grado mds fino, en general
esterilizantes. Para dar un ejemplo, si se desea filtrar SO0 litros de M.C,
con 8,0 por ciento de suero bovino se usardn 20 placas K2 y 40 EKS].
Si el suero bovino fue previamente filtrado por placas clarificantes K5
después de su descongelacion, el rendimiento de las placas aumentars
sensiblemente.

Para filtrar 500 litros de M.V. sin suero, bastard con 4 placas K?2 y
12 placas EKS1.

Cuando se filtran voliimenes mayores, arriba de 1000 litros, es pre-
ferible usar 2 filtros independientes, uno para clarificar y otro para es-
terilizar, pues debido al mayor ntimero de placas el ajuste se hace mds
dificil con la cdmara inversora.

Esterilizacion del filtro SEITZ

Se ajustan las placas y se conecta la entrada de admisién a la linea de
vapor, dejando al comienzo todas las valvulas abiertas. Luego se van ce-
trando todas las vdlvulas, menos la salida principal que permitird regular
la presién y se da una presion de vapor de 15 libras durante 1 hora,
purgando el filtro por los drenos inferiores. La presion en el man6me-
tro de entrada y salida ser4 casi la misma.

Una vez terminada la esterilizacion se aprientan bien todas las val-
vulas, menos la védlvula de entrada que deberd quedar abierta para com-
pensar el vacio al producirse el enfriamiento. En las salidas destinadas a
purga de aire, es conveniente colocar filtros de algodén no absorbente.

Se aprietan nuevamente las placas mediante el volante central. Si
se desea enfriar rapidamente el filtro, se puede acelerar filtrando agua
destilada fria de preferencia estéril, en el mismo sentido de 1a filtracion.

Filtracion

Una vez que la temperatura del filtro descendi6 a un grado compatible
con el liquido a filtrar, se conecta la entrada del filtro al tanque de me-
dio y la salida al tanque receptor y se comienza la filtracién dando una
presion de 10 libras.

Debido a que el filtro tiene agua en su interior, se debe dejar salir
¢l liquido por todas las vélvulas de alivio, hasta que comience a salir e!
medio, lo que es reconocible por su color. S6lo en ese momento se abri-
rd la vdlvula de salida de producto estéril conectada al tanque receptor.

Se debe mantener estable la presion de filtracion durante teda la
duracion de la misma
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Limpieza y lavado de filtro

Una vez que acabd la filtracion, el filtro debe ser desarmado y lavado
inmediatamente.

Se afloja el eje central, se separan las cdmaras metdlicas, y se elimi-
nan las placas filtrantes. Luego se retiran las camaras metilicas que se-
rén lavadas individualmente con agua y un jabon neutro, cepillandolas
suavemente y haciendo correr bastante agua por todos los orificios de
las placas y filtro, de forma que no queden detritus ni restos de placas
filtrantes.

Se secan las camaras metélicas v se colocan en el filtro en posicion
vertical. Cuando los filtros son de un tamafio que lo permita, se pueden
colocar a secar en la estufa a 37°C.

F1LTROS DE SUPERFICIE O DE MEMBRANA. TIPO MILLIPORE

Los filtros de superficie o de “membrana’ actian solamente por accion
de tamiz y para aumentar su rendimiento, los propios fabricantes pro-
porcionan filtros clarificantes de profundidad.

En este caso también, aunque hay varias marcas de filtros de mem-
brana, nos referiremos a la marca “Millipore”, la més conocida, y que
fue usada durante los Cursos de Produccion y Control de Vacunas Anti-
aftosa con Adyuvante Oleoso. Las Figuras 19 y 20 esquematizan ambos
tipos de placa.

Filtros clarificantes de profundidad para prefiltracion
de filtros de membrana

Las placas clarificantes de profundidad no tienen una estructura que
presente poros uniformes en un material continuo, sino que son fibras
comprimidas con una resina que las retiene unidas evitando que se des-
prendan y sigan con la corriente de liquido.

Al igual que las placas Seitz estas placas retienen particulas no solo
en su superficie sino también en su interior, y poseen gran poder de re-
tencion.

Los tipos mas usados son elaborados a partir de fibras de vidrio de
borosilicato unidas con una resina acrilica. Son consideradas placas s6lo
clarificantes y por orden creciente de retencion se denominan AP2S,
AP20 y APIS.
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FIGURA 19

< Prefiltro

de profundidad.
Retiene particulas
en la superficie y
en su interior

FIGURA 20

Filtro de superficie
(de membrana).
Retiene particulas
solo en su superficie

Filtros clarificantes de superficie

Hay otro tipo de placa clarificante, que no es del tipo de profundidad,
sino que es un material polimérico de celulosa sobre un soporte también
de celulosa. El material presenta micro poros parecidos a los filtros este-
rilizantes, pero a nivel clarificante.

A\I;oor}) orden creciente de retencion se denominan tipo AW19, AW06
Y AwWUS. ’

Filtros esterilizantes de superficie

Los tﬂtros de superficie 0 de membranas son estructuras poliméricas
muy ilnas. con poros sumamente uniformes. Son hechos con diferentes
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materiales y con una gran variedad de tamafios de poros.
Dentro de las membranas mds usadas de acetato y nitrato de celulo-
sa la compatfifa Millipore ofrece los tipos:

Media
Tipos tamano poros
SC 8,0 um
SM 50 um
SS 30 um
RA 1,2 um
AA 0,30 um
DA 0,65 um
HA 0,45 um
PH 0,30 um
GS 0,22 upm
vC 0,10 um
VM 0,05 wum
VS 0,025 um

Soportes para filtros y prefiltros Millipore

Las membranas esterilizantes son muy frdgiles y deben ser manejadas
con mucho cuidado. Los soportes cuentan con todos los elementos para
darles proteccidn y para permitir su esterilizacidon. La Figura 21 muestra
todas las piezas del soporte.

Montaje del filtro Millipore

El montaje v manejo de las placas y filtros Millipore es una operacion
que debe ser hecha con todo cuidado.

En este ejemplo vamos a suponer que prepararemos el filtro para
filtrar 80 litros de M.C. con 8,0 por ciento de suero tratado por PEG.
Si el suero no ha sido tratado por PEG es preferible la filtracion Seitz.

El filtro se debe colocar en una mesa con toda la parte inferior mon-
tada, partes 9 a 14 y 1 a 3 inferiores (Figura 21).

Se coloca la placa esterilizante GS 0,22 um con su parte mds pulida
hacia abajo.

Se coloca encima un separador de dacrén AP32. Este separador serd
necesario siempre que se coloquen 2 membranas juntas. No es necesario
entre filtro de profundidad y membrana.
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1. Adaptador; 2. Junta silicona; 3. Cierre metalico para ajuste; 4. Purga de aire; 5. Llaves de
ajuste; 6. Placa superior de admision; 7. Junta de teflén; 8. Deflector de entrada de liquido;
9. Soporte de las placas recubierto de teflon; 10. Soporte inferior; 11. Junta de tefldn; 12. Placa
inferior de salida: 13. Soportes para colocacion de los elementos; 14. Patas del fitro.

FIGURA 21
Soporte de filtro esterilizante 293 mm, acero inoxidable Tipo 316,
y piezas del soporte

Se coloca una membrana clarificante AWO03.

Se coloca encima una placa clarificante AP25.

Se coloca encima una tela metdlica (no aparece en la Figura 21)
destinada a proteger las membranas contra una eventual contra presion.

Se coloca la tapa superior que ya tiene el deflector 8 y se ajustan las
llaves de ajuste dos a dos, siempre por didmetros opuestos. El ajuste no
debe ser demasiado fuerte.

En la salida inferior se coloca un tubo de silicona adecuado para las
conexiones estériles durante la filtracién.
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Las dos aberturas del filtro superior e inferior (tubo silicona) se
tapan con papel Kraft y se ata con cordel.

Esterilizacion del filtro

El filtro preparado se coloca en autoclave, teniendo cuidado de dejar
abierta la véalvula 4.

Se esteriliza a 15 libras (121°C) durante 1 hora.

Se deja enfriar lentamente. Después que el filtro ests a temperatura
ambiente se cierra la vdlvula 4.

Filtracion

a) Se conecta la abertura superior del filtro al tanque en el cual estd
contenido el medio a filtrar por medio de una manguera de conexién
que debe ser resistente a la presién. La manguera se conecta al adapta-
dor 1. El cierre metalico 3, tipo “tri-clover’” es muy adecuado pues es
muy fuerte y permite un ajuste correcto.

b) Se conecta el tubo de salida al o a los recipientes estériles que re-
cibirdn el medio filtrado.

¢) Se aprientan en forma uniforme Y por pares opuestos las llaves
de ajuste.

d) Se abre la vilvula 4 bara purgar el aire y se comienza a dar pre-
sion al tanque de medio. Cuando comienza a salir el medio por la vil-
vula 4, se cierra y comienza la filtracién.

¢) Se eleva la presién a 1 kg/cm? que se mantiene constante durante
toda la filtracién,

f) Cuando pasé todo el liquido, se desconecta el tubo de salida del
filtro de los recipientes receptores.

8) Prueba de burbuja. Se introduce Ia extremidad del tubo de sili-
cona de salida en un recipiente con agua y se sube la presién a 3,0
kg/cm?. No deben pasar burbujas de aire. Las placas GS estando moja-
das tienen una resistencia hasta 3,87 kg/cm?, o sea 55 libras por pulgada
cuadrada, antes de dejar pasar el aire. Sj al subir la presién comienza
a burbujear aire dentro del agua, indica que la membrana no ests in-
tacta y habra que repetir la filtracion.

Limpieza y lavado de filtro

Una vez que el filtro fue usado, se desarma. Se observar las placas usa-
das y luego se eliminan.
El filtro y todas sus partes son lavadas con jabon suave v mucha agua.
Si se va a usar enseguida. se seca con un pafio y si no se va a usar
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ensecuida se deja secar a temporatura ambiente.

12.15 Colorantes de Gram

} an en libros
Hay varias formulas de colorantes de Gram, que se encuentr

de técnicas e laboratorio. Se detalla una de ellas:
1)Cristal violeta de Hucker, modificado

Solucidén A: N .
_ Cristal violeta (certificado) ’670 ig
— Etanol 95% 20 m
Solucion B: ' 05 e
— Oxalato de amonia B8e
(NH.),C,0.H,0 50 ml

— Agua destilada . '
Se mezclan las soluciones A y B, se dejan sedimentar por

se clarifica por filtro de papel, y se guarda en frasco oscuro.
2) Solucién yodo-yodurada de Gram

24 horas,

Yodo _ ;,8 2
Yoduro de potasio .

Agua destilada
Se disuelve primero
3)Etano! 95%. 4
4) Solucién de safranina:

Soluciébn madre:

el K1 v luego elly se guarda en frasco oscuro.

— Safranina 0 — (certificada ;L,OSOg "
— Etanol 95% — c.s.p. mi
Solucién de trabajo:

i€ 10 ml
— Solucién madre o

— Agua destilada
Guardar en frasco color oscuro.

13. UNIDAD DE MANTENIMIENTO DE CELULAS
— BANCO DE CELULAS

13.1 Equipo
] 280-C-0 co Inc.. Co-
— Congelador —80°C, Modelo REVCQO 1280-C-0 (Reveo In o

lumbia S.C.). o eree Meete 1INDE LR2I
e aBioctato de Nitrogene liguido —-196°C. Modelo LIN L

{Union Corbide, U.S.
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— Cabina de flujo laminar, Modelo EG62562 (The Baker Co. Inc., £ §
Sandford, Maine, U.SH. c ;
— Cuarto estufa a 37°C, con estanteria. P 5 E
. o 3 o]
- Cdmara a 4°C. ; E \ | b
— Mesa con 6 puntos de agitacidn magnética (Calderaria ¢ Mecanica ! " \\ i A
INOX) (ver Figura 22). e g ',| NN
— Aparato roller para 9 botellas, TN, - v a :
— Microscopio de Optica directa Standar K, (Carlo Zeiss). AN ’| | y
— Colorantes para microscopia, aceite de imersion. = ___\_‘ ! ) ! g
— Camara cuenta globulos de Neubauer, y cubre objetos para la o | : i Ex
misma. o % = 3
~ Microscopio de optica invertida Standard UPL (Carl Zeiss). %,o&o E=
— Centrifuga refrigerada International Mod. PR6. o &
— Agitadores magnéticos tipo Mag Mix (CGA-Precision Scientific,
U.S.) (Figura 22). @ A, 3
— Barras magnéticas de 1| 1/2” x 3/8”, 13/87x 1/27,13/8” x -—=|-|-—-8 2 . =§
5/8”,2,5" x 5/8”, etcétera. _Sg3 %
— Frascos de fondo plano de 1,0; 2,0; 5,0; 10 y 20 litros con dis- 3T 52g N
Positivos para conexiones estériles (ver Figura 9), Y g b
— Botella de Roux de 1,0 litros y frascos “prescription” de 160 ml 5 A a4
(ver Figura 23). ‘;//_‘ \_ h N s ?
— Frascos Falcon estériles de 250 y 500 mi. N £ 2
— Pipetas graduadas de 1, 2, 5, 10'y 20 m1. N 28
— Propipetas para succién ¥y transferencia de liquidos. é E
~ Pipetas Pasteur estériles con tapon de algodén. 2 £ ©
— Jeringas automaticas de 2 y 5ml N =3 s
— Jeringas automdticas montadas en frascos para distribuciéon de ‘,\,- ————— g 3
cultivos (ver Figura 25). 1 = 7 g ﬁ
— Bombas de vacio/presion (Millipore Serie ntim. 0674) (Figura _____~ D < 2
25). v e
— Peras Richardson. £
—~ Miscara para proteger la cara, con pantalla de policarbonato <
(SYBRON, Nalge, U.S). |
LIz \@ |
13.2 Congelacién de células
En esta unidad se mantiene el stock de células congeladas en ampollas : \3
en nitrégeno liquido (ver Figura 26) y también en frascos con vola- Ne— - — - w2 Qg - - - ==
menes mayores en congeladora REVCO a —80°C (ver Figura 27) 2
Para mantener las células en pas




110 1o
Produccion, control de calidad ¥ uso de vacunas

FIGURA 24
— Botella Roux 1 000 ml.
({ A 6\ ¥ Tapon mim. 5 1/2
. .. ! -
. E
. . -~ ‘
Y

FIGURA 23
Frasco “Prescription” o “Milk dilution”
160 ml. Tapén num. 3

i

o FIGURA 25
eringa automdiica montada en frascos de cultivo. Bomba de vaci 1e}
. . acio y presio
MILLIPORE. Tubos para titulaciones. ? "
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frio disminuye el metabolismo celular sin provocar la muerte de las
células. Las células debidamente congeladas conservan sus propiedades
biologicas intactas por muchos afios pudiendo mantener grandes reser-
vas de células por largos periodos.

La glicerina es un excelente protector de las células en las tempera-
turas bajas, por eso se usa arazon de 10 por ciento en el medio de con-
gelacién. El enfriamiento debe ser lento para permitir la difusion de
la glicerina a través de la membrana celular manteniendo el equilibrio
osmaético. El congelamiento lento, con descenso de temperatura a razén
de 1,0°C por minuto es indicado y fécil de obtener con el uso de una
caja térmica de poliestireno tapada dentro del congelador de —80°C.

Un efecto similar al de la glicerina se obtiene con dimetil-sulfoxido
(DMSO).

CONGELACION DE CELULAS BHK 2; DE MONOCAMADA

Materiales

a) Cultivos de células BHK,,; de monocamada que se desea congelar.

b) 200 ml solucién de tripsina (12.8).

¢) 500 ml de medio de congelacion (12.6).

d) Ampolias de 1,0 ml.

e) Frascos de vidrio de 50 ml.

f) Opérculos de goma y capacete de aluminio para los mismos.

g) Pipetas graduadas de 10 ml y pipetas Pasteur estériles.

h) Pipeta automdtica de 2,0 ml conectada a frasco de cultivo de
500 o 1000 m! con barra magnética.

i) Soplete de oxigeno para cerrar ampotllas.

j) Cajas térmicas de poliestireno.

k) Medio de control bacteriologico.

Procedimiento

a) Sembrar células que se desea congelar en botellas de Roux. Se-
leccionar cultivos jovenes semi confluentes con buen aspecto morfo-
logico.

b) Tripsinizar (ver 13.5.1).

¢) Resuspender las células en M.C. ¥ centrifugar a 600 rpm por 10
minutos.

d) Eliminar liquide sobrenadante y resuspender en medio de con-
gelacion hasta una conceniracion de 5 x 1060 cél/ml. Hacer control

~

bacteriologico en medio T.P.B. De aqui se pueden tomar 2 opciones:
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congelar a —80°C en congelador eléctrico o congelar a —196°C en N2
liquido:

1) Congelacion a —80°C en congelador eléctrico

— Distribuir por presién positiva en frascos tipo Penicilina de 50 ml
conteniendo 30 ml de cultivo celular. Tapar los frascos con opérculos
de goma y capacete de aluminio.

~ Colocar los frascos en cajas de poliestireno, tapar las cajas v colo-
carlas dentro de un congelador a —80°C. El aislamiento de la caja harj
que la congelacion sea lenta. Las células permaceran inalteradas por
mds de 2 afios.

2} Congelacion a —196°C en congelador de N* liquido

— Distribuir las células con jeringa automadtica montada en frasco
de cultivo de 500 ml en ampollas de 1,0 mly cerrarlas con soplete.

— Colocarlas en caja de poliestireno en congelador a —80°C.

— Al dia siguiente retirarlas e inmediatamente colocarlas en biosta-
to de N? liquido a —196°C. Las células quedaran inalteradas por més
de 10 afios.

) Se debe llevar un registro que permita identificar cualquier culti-
vo congelado, sabiendo su ubicacion exacta en el biostato de —196°C o
en el congelador de —80°C.

f) Es buena norma tomar muestra de las células, 24-48 horas des-

pués de congeladas (—80°C o —196°C) y verificar su viabilidad por ob-
servacién microscépica y cultivo celular.

CONGELACION DE CELULAS BHK,, DE SUSPENSION
Materiales

a) Cultivos de células BHK,, de suspensién que se desea congelar.
b) Frascos de 5,0 litros de fondo plano con barra magnética, esteri-

lizados para cultivos.

¢) 500 ml de medio de congelacién.

d) Ampollas de 1,0 ml.

e) Frascos de vidrio de 50 ml.

f) Opérculos de goma y capacetes de aluminio para los mismos.

g) Pipetas graduadas de 10 ml y pipetas Pasteur estériles.

h) Pipeta automdtica de 2,0 ml conectada a frasco cultivo de 500

000 m! con barra magnética.

1) Soplete de oxigeno para cerrar ampollas.

i) Cajas térmicas de poliestireno.

k) Medio de control bacteriolégico.

@]
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Procedimiento

a) Sembrar células BHK,; de suspension de l_aal'on Sg SiO/litlros con
2.0 litros de cultivo celular a concentracion de'O,: x 1069 cél/ml .
- b) Antes de las 24 horas, cuando el cultivo tenga una con’cen ra
cibnde 10a1,5x 1060y pH 72 a 7,3 colocar el cultivo en camara a
4°C para ’sedim’entacién. Si el pH fuera inferior a 7.2 se puede corregir
con buffer glicocola estéril. o

i 16gico.

Antes de enfriar hacer control bacterlpl - o _

¢) Al dia siguiente, eliminar por presion posmy’a el liquido sobrena
dante. Agregar asépticamente medio de congelacion para obtener una

ntracio 6,9 cél/ml.
concentracion celular de 5,0 X IQ cél/ ' )

d) Hacer control bacteriologico en medio T.P.B. ]?e aquf se puedler;
tomar 2 opciones: congelar a —80°C en congelador eléctrico, y congela
a —196°C en N? liquido: o

i6 dor eléctrico

1) Congelacion a —80°C en congela ' o

*)Distrﬁbuir por presion positiva en frascos tipo Penicilina de’ 50 1ml
conteniendo 30 ml de cultivo celular. Tapar los frascos con operculos

ma y capacete de aluminio. o ‘ ]
e gg Colyocalrp los frascos en cajas de poliestireno, tgpar las cajas y colo'
carlas dentro de un congelador a —80°C. El aislam|er}to.de la csga hacr)i
que la congelacion sea lenta. Las células permanecerdn inalteradas p
més de 2 afios. .
1 /* liquido

2) Congelacion a —196°C en N* liq .

—)Distgbuir con jeringa automitica montada en frasco de cultivo
de 500 ml en ampollas de 1,0 ml y cerrarlas con soplete. 50°C

— Colocarlas en caja de poliestireno en congelador a — . bios.

— Al dia siguiente retirarlas e inmediatamen?e ~colocarlas en bios
tato de N2 liquido a —196°C. Las células quedaran inalteradas por mas

aﬁos. . . o .
a le?) Se debe llevar un registro que permita 1dent1f1car cualqulirgggg
tivo congelado, sabiendo su ubicacién exacta en el biostato de — ,
o en el congelador de —80°C. s mestra
) Después de congelar durante 24 o 48.¥10ras., tomgr una mues
v verificar la viabilidad celular por observacion microscopica dire y

por cultivo celular.
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13.3 Descongelacion de células

CELULAS BHK,; DE MONOCAMADA

A partir de la ampolla congelada en N* liguido
Materiales

4) Mdscara para prote

ger la cara.
b) Beaker con agua a 37

7°C
¢) Lima para cortar ampolla.

FIGURA 26
Biostato LINDE.
Nitrégeno liquido
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FIGURA 27
Congelador eléctrico “REVCO"a - 80°C

d) Pipetas Pasteur estériles.

¢) Frasco “prescription’” de 160 ml.
1 Medio de crecimiento celular M.C
¢) Botellas Roux estériles.

Procedimiento

a) Observar en el registro la ubicacion de las células que se quiere
descongelar (nim. biostato. AGm. canister) (ver Figura 26).
) Colocarse la méscara y Hevar un heaker con agua a 37°Cal lado
biostato.

¢) Retirar 1 ampolla v sumergiria inmediatamente cn agua 3 37°C
\si s¢ demora v ose deia la ampolia a temperatura ambiente pucde ex-

srirar una ampalia que va hava des

i
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congelado, pasar un algodon con alcohol por afuera de la ampolla, cor-
tar el extremo de la misma con ayuda de una lima o una pinza.

¢) Con pipeta Pasteur estéril, usando una propipeta, succionar el
cultivo celular y sembrar un frasco “prescription”, adiconando 10 ml
de M.C. Incubar a 37°C.

f) Con las células que quedan en la pipeta Pasteur, se puede hacer
una observacidn microscopica, que dara idea de la viabilidad celular,

g) Después de algunas horas, cuando las células en buenas condi-
ciones se hayan adherido a la pared del frasco es conveniente cambiar el

medio de cultivo, para asi eliminar las células muertas o en malas condi-
ciones.

h) Cultivar por 48 horas.
i) Cuando el cultivo esté confluente, tripsinizar y sembrar una bo-
tella Roux.

j) 48 horas después tripsinizar y sembrar 3 botellas Roux.

A partir del frasco congelado a —80°C en congelador REVCO
(ver Figura 27)

Materiales

a) Bafio de agua a 37°C.
b) Botellas Roux estériles.
c) Medio de crecimiento.

Procedimiento

a) Retirar 1 frasco de 50 ml con 30 ml de cultivo celular.

b) Sumergirlo en bafio de agua a 37°C.

¢) Cuando el cultivo esté descongelado, tomar el frasco. limpiarlo
por fuera con algodén empapado en alcohol y destaparlo en la cabina
de flujo laminar.

d) Distribuir el contenido en 2 botellas Roux y agregar 100 ml de
M.C. a cada una. Incubar a 37°C.

e) Con las células que quedan en el frasco hacer observacidon micros-
cOpica.

f) Algunas horas después, cuando las células en buenas condiciones
estén adheridas a Ia pared de la botella es conveniente cambiar el medio
de cultivo para asi eliminar las células muertas o en malas condiciones.

g) 48 horas después el cultivo debe estar confluente. tripsinizar v
sembrar 3 botellas nucvas a partir de cada botella Roux.
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CONGELACION DE CELULAS BHK;; DE SUSPENSION

A partir de ampolla congelada en N* liquido
Materiales

a) Mascara para proteger la cara.

b) Beaker con agua a 37°C.

¢) Lima para cortar ampolla.

d) Pipetas Pasteur estériles.

e) Frasco “prescription” de 160 ml.

f) Medio de crecimiento celular M.C.

Botellas Roux estériles. ' ' N

%1)) Frasco de 1000 ml con barra magnética y dispositivo para trans-

ferencias estériles.

Procedimiento

a) Observar en el registro la ubicacion de las células que se quiere
) i ( ister) (Figura 26).

descongelar (nim. biostato, num. canis

b) Colocarse la mascara y llevar un beaker con agua a 37°Cal lado
del biostato. ' . .

¢) Retirar 1 ampolla y sumergirla inmediatamente en agua a 37°C.

d) En cabina de flujo laminar, retirar una ampolla que ya haya des-
congelado, pasar algoddn con alcohol por afuera de lg ampolla, cortar
un extremo de la misma con ayuda de una lima o una pinza. el

¢) Con pipeta Pasteur estéril usando una propipeta succionare 1CLC11-
tivo celular y sembrar un frasco “prescription”, adicionarle 10 ml de
M.C. Incubar a 37°C. ' {

f) Con las células que quedan en la pipeta Pasteur‘, se Apuede hdlcer
una observacion microscopica. que dard idea de la viabilidad celu‘zr.

g) Después de algunas horas. cuando las células se hayan adherl 0
a la pared del frasco, es conveniente cambiar el medio de cultivo por
M.C. fresco.

h) Cultivar por 48 horas, o . N

i) Cuando el cultivo sea confluente, tripsimzary sembrar una bote
Ha Roux. X o

i} 48 horas despuds tripsinizary sembrar 3 botellas Pc‘\ .

]() 48 horas despés tripsinizar y preparar una suspe ;.‘on ce uii
en M.C. ajustado a una concentracion de 0.5 x !Oﬁiclcel m!. Sembraz
un frasco de fondo plano de 1.0 litro con barra magnetica.




118 Produccion, control de calidad y uso de vacunas

A partir del frasco congelado a —80°C en congelador REVCO
Materiales

a) Bafio de agus a 37°C.
b) Botellas Roux y roller estériles.
<) Medio de crecimiento.

Procedimiento

a) Retirar 1 frasco de 50 ml con 30 m! de cultivo celular.

b) Sumergir en bafio de agua a 37°C.

¢) Cuando el cultivo esté descongelado, tomar el frasco, limpiarlo
por fuera con algodén empapado en alcohol y destaparlo en la cabina
de flujo laminar.

d) Distribuir el contenido del frasco en 1 botella roller, agregando
300 ml de M.C. Colocar la botella en un aparato roller y cultivar a 37°C.

e) A las 24 horas eliminar en operacién suave el medio de cultivo
y substituirlo por 300 ml de M.C. fresco. Continuar la incubacion.

f) 48 horas después cuando el cultivo esté bien desarrollado, se
retira la botella de la estufa, se agita enérgicamente para desprender el
cultivo celular. En la cabina de flujo laminar se transfiere el cultivo a
un frasco de 2 litros de fondo plano, con barra magnética y dispositivo
de transferencia estéril. Se coloca sobre un agitador magnético por 10
o 15 minutos. Se hace un recuento celular y se diluye en M.C. fresco
para tener una concentracion de 0,5 x 106:0 cél/ml.

g) Se siembran frascos de cultivo con barra magnética y dispositivos
para transferencia estéril y se incuban en mesa magnética a 37°C por
24 horas, continudndose en esa forma los cultivos en suspension.

13.4 Recuento celular

El recuento celular es una operacién de la mayor importancia en tra-
bajo con cultivos celulares. La suspension celular, sea hecha a partir de
células de monocamada tripsinizada o de células de suspension debe
ser preparada en tal forma que las células estén lo mds sueltas posibles,
evitando la formacion de grumos.

Para facilitar el recuento y observar mejor la morfologia y vitalidad
celular. se usa siempre un colorante que penetra las células muertas y
es excluido por las células vivas. Los dos colorantes més usados son la
eosina y el azul de tripano. En nuestro caso usamos la eosina.

Materiales

a) Hemacitomeiro, cdmara de Neubauer mejorada cob cdbic Ojo-
tos 20 x 26 mm.
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b) Microscopio con optica directa.
¢) Pipetas graduadas de 1,0 ml

d) Pipetas Pasteur.

¢) Tubos de hemolisis.

) Solucion de eosina 0.2%.

Procedimiento

a) Toma de muestra. o . .

1) Células de monocamada. Se tripsiniza el cultivo como descnto’ en
13.5.1, se suspenden las células en un volumen con'ogldo de M.C.y se
pone en agitacion en un recipiente con barra magnetica dgr}tro de una
cabina de flujo laminar. Después de 10 minutos de agitacion, se toma
asépticamente una muestra de no menos de 5,0 ml que se coloca enun
fraSCQ(; ng;;(ll-s de suspension. Se toma direct.amgpte una mugst_ra de 5
a 10 ml en forma estéril de un frasco en agltaglon. S} el rec_:lplente_ es
pequefio la muestra se toma en la cabina de flujo laminar. _S1 el C}JI‘UVO
estd en un frasco grande con dispositivo para tr'fmsfere’nma estéril se
extrae una muestra por presion positiva y si el cultn{o estd en un tanque
se extrae la muestra a través del opérculo de goma instalada en la par.e’d
del tanque a esos efectos. (Ver Figura 38.) En todos los casos el cultivo

cion. o
deb%)esst:rtgrrlnzgllt,% ml de la muestra y se qoloca en un t}lbo de hempllsls
que contiene 1,0 ml de solucion de eosina. Por medio de una pxpeta
Pasteur se mezcla bien. Se deja la pipeta en el tubo de hemolisis mien-

camara de Neubauer.
traSCS;E g:.egg;r?alauna camara de Neubauer, se humedece {evemente las
partes laterales elevadas que hardn de contacto para la laminula o cupre—
objetos y se monta el mismo presionando con los pulgares para fijar-
lo (Figura 28).

cubre-obicto en la
3 \ camara Neubauer

\ \ ‘ FIGURA 28
Colocacion del
\‘ F—‘




120 Produccion, control de calidad y uso de vacunas

d) Cuando la camara esté lista se mezclan nuevamente las células,
succionando y expulsando el liquido con la pipeta Pasteur y se carga la
camara de Neubauer usando la ranura que ésta posee a esos efectos. Se
debe llenar s6lo el area cuadriculada (Figura 29).

FIGURA 29
Colocacion de
la suspension
celular en la
cdmara de
Neubauer

) Se lleva la cdmara al microscopio, usando el ocular 6X u 8X y
el objetivo 10X (Figura 30).

FIGURA 30
Colocacion de la
cdmara en el
microscopio

1 Colocar la lamina en el microscopio y ajustar la iluminacion co-
rrecta. No es conveniente iluminacidén excesiva, v esto se controla regu-
lando la abertura de! diafragma y la altura del condensador. En ¢l cen-
tro del campo debe quedar uno de los cuadrados 1, 2, 3. 4 (Figura 31)
donde se deben ver nitidamente las células. Las células vivas se veran
claras v refringentes. Su morfologia dependerd del momento evolutivo
¢h guc s¢ cncuentran. Cuande estdn en procesc de reproduccion presen-

tap una forma agrandada v se ven muchas células piriformes. Las cclu-
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las muertas habran sido penetradas por el colorante y apareceran tefir
das en rojo.

1 2
FIGURA 31
Aspecto microscopico.
Cdamara de Neubauer

3 4

Se cuentan las células en cada cuadrado para lo cual se debe seguir
en orden predeterminado, como por ejemplo en la Figura 31. Las célu-
las colocadas sobre los bordes superior y derecho del cuadrado se consi-
deran dentro de él. Las células colocadas sobre los bordes inferior €
izquierdo se consideran como fuera de él. El mismo criterio debe se-
gitirse con las células colocadas sobre las lineas internas que delimitan
los cuadrados pequefios, para evitar contar dos veces la misma células
(Figura 32).

So| tole o °
20 |oocledie®
© % Do ° (]

-0 na ° o0

¥ l%e] ¢
Bl |08
°c
oo $H10 ©
o 28 ° © FIGURA 32
i | 1 Recuento de células

. ; ) i
Cada uno de los cuadrados 1, 2, 3 y 4 tiene | mm~ de superfx.ue y

1 mm de altura. Su volumen es 0.1 mm?® o 1 diez milesimos de un
mililitrc. Como la distribucién celular a veces no €S uniforme se debe

1
contar 1os 4 cuadrados y dividir por 4 para obtener ¢l promedio
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CALCULOS DE CONCENTRACION CELULAR

Lg .c'oncentracién'celular es generalmente expresada como células por
m%l%h.tro. Promedio de células de cada cuadrado x 10 000 = células por
mililitro, pero se debe usar un factor de correccion por la dilucion he-
cha con la solucion de eosina, entonces:

células de cada cuadrado x 2 x 10 000 = células por mililitro.

Si sumamos las células de 4 cuadrados el cdlculo serd:

Células sumadas de 4 cuadrado
7 $ % 2 X 10 000 = células/mililitro, o

sea células sumadas de 4 cuadrados X 5 000 = células por mililitro.

FEjemplo: Cuadrado Num. células
1 39
2 42
3 31
4 34
Total 146

146 x 5000 = 730 000 cél/ml.

Si se desea hacer un recuento mas exacto se puede cargar la cimara
de Neubauer por los dos lados y contando los 8 cuadraditos el cdlculo
serd:

células sumadas de los 8 cuadrados x 2 500 = células por mililitro.

En algunos casos es conveniente usar otros factores de dilucidn,
como por ejemplo en cultivos en suspension con alto namero de células
es indicado mezclar:

— suspension celular — 1,0 mi

— solucion de eosina — 3,0 ml

En este caso el factor de correccion por la dilucion del colorante en
lugar de 2 serd 4.

CALCULOS PARA PASES DL CELULAS

Mediiame el recuento celular se sabe qué concentracion celular tiene el
cultivo, es decir cuantas céjulas por milimetro. Si se considera el volu-
mien de este cultivo madre se podra calcular el maximo volumen que po-
drd tener el nuevo cultivo que vamos & sembrar.
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Ejemplo. Supongamos gque un cultivo madre de 2 000 ml con una

concentracion celular de 1 500 000 ¢ 1,5 x 1080 cél/ml

Si queremos sembrar un cultivo hijo, usando una concentracion

inicial de siembra de 500 000 o 0.5 x 1089 cél/ml tendremos células

suficientes para un volumen mayor que llamaremos x que tendrd con

respecto al volumen del cultvo madre una relacion inversamente propor
cional a sus concentraciones.

Concentracion cultivo madre _ X (Volumen cultivo hijo)
Concentracién cultivo hijo Volumen cultivo madre

1.500.000 X )
£30.000 ~ 2.000 . 6.000 ml

Ese calculo basado en que 2 igual namero de células, los volimenes
seran inversamente proporcionales a las concentraciones, es €l céalculo
bésico que usaremos en todo el trabajo con células.

Si deseamos sembrar un nuevo cultivo con un volumen determina-
do, deberemos calcular qué cantidad de cultivo madre necesitaremos,
y a esto lo llamamos X. )

Ejemplo: Tenemos un cultivo de 80 litros en un tanque con una

concentracion de 1,9 x 1060 cél/ml.

Queremos sembrar 50 litros con una concentracion de 0,6 X 1060
cél/ml y vamos a calcular qué volumen de cultivo madre necesitaremos

usar.

Concentracion cultivo madre _ Volumen cultivo hijo
Concentracion cultivo hijo X

1—6%0@96%)=5—0—070(——m x = 15 789 ml

Necesitaremos 15 789 ml de cultivo madre a los cuales se debe agre-
gar 34 211 ml de M.C. para completar 50 litros con una concentracion
celular de 0.6 x 1060 cél/ml.

13.5 Cultivos de células BHEK.,. en monocamada
E1 cultivo de células BHR,; en monocamada es un cultivo rutinaric. que
g

¢ debe hacer por le menos 3 veces por semana para tener siempre cul-

[T

<

tivos jOVE
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El principal uso de las células BHK,, de monocamada es para prue-
bas de no infecciosidad del virus inactivado y para titulaciones de virus.
En estos cultivos se debe evitar toda interferencia de anticuerpos contra
el virus de la FA que el suero pueda tener. Los laboratorios ubicados en
areas donde la poblacion bovina estd expuesta a la FA o es vacunada,
tienen dificultad para obtener sueros sin anticuerpos.

En la rutina del CPFA, las células BHK,, de monocamada sélo se
cultivan en M.C. formulado con suero bovino tratado con PEG (ver
12.9.2). El tratamiento del suero con PEG no afecta la morfologia ni
las propiedades de las células BHK,; pero remueve las macromoléculas
de globulinas del suero, y entre ellas todos los anticuerpos contra los
virus de la FA. Eso es de fundamental importancia para trabajos de
titulaciones de virus y pruebas de inocuidad.

Pero no solamente los anticuerpos pueden afectar la susceptibilidad
de las células frente al virus de la FA, sino que muchas veces los cultivos
van perdiendo su susceptibilidad en forma espontdnea. De ah{ la im-
portancia de disponer de un buen stock de celulas congeladas, de las
cuales se puede partir en cualquier momento. Por otra parte, las células
deben ser controladas frecuentemente en cuanto a la sensibilidad frente
al virus, realizando titulaciones de virus en forma paralela, usando las
mismas diluciones de virus, en el mismo momento, frente a un cultivo
celular de sensibilidad conocida.

Las células BHK,, de monocamada presentan un aspecto micros-
copico con grupos de células de morfologia fusiforme, orientadas en
un mismo sentido (Figura 33), y también el aspecto microscopico es
caracteristico. Observando el cultivo con luz adecuada se observa un
dibujo o “pattern” propio de esos cultivos. Cualquier alteracion en su
morfologia, aun antes de observarse pérdida de sensibilidad frente al
virus de la FA, es motivo suficiente para abandonar la linea y comenzar
de nuevo a partir de las células congeladas.

Constituye una buena norma no superar los 30 pases después de
cada descongelacion.

CULTIVOS EN BOTELLAS ROUX

Materiales

a) Botellas Roux estériles y tapones de Neoprenc nam. 5.
b) Solucion de tripsina 0,1%.

¢) Pipetas graduadas y Pasteur esteriles.

d) Propipetas.

e) Frascos con harra magnética estériles.

)y Elementos para contar células.

(1%}
(g}
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FIGURA 33
Células de monocamada

Procedimiento

a) A partir de cultivos confluentes de células recientemente descon-
geladas en botellas Roux, eliminar el medio de cultivo y agregar 10 ml
de solucion de tripsina por botella.

b) Agitar suavemente la botella hasta que las células se hayan des-
prendido de la superficie del vidrio. Agregar a cada botella 50 ml de
M.C. con suero. De esta forma se neutraliza la accion de la tripsina.

¢) Juntar los cultivos de varias botellas v centrifugar en centrifuga
refrigerada a 600 rpm durante 10 minutos. Eliminar el liquido sobre-
nadante y resuspender las células en M.C. con suero a raz6n de 100 ml
por cada botella Roux.

d) Tomar una muestra de 1.0 m! y mezclar con 1,0 mi de solucidn
de eosina (ver 13.4). Hacer observacion microscoOpica y recuento ce-
lular.

e) Diluir el cultivo en M.C. para tener una concentracion de 0.25
¥ 1060 c8l'ml y cembrar asépricamente otras botellas Roux que recibi-
ran 25 x 106¢ células por botella
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Otra opcion:

Algunos técnicos prefieren hacer 1a tripsinizacién en la siguiente forma:

a) Eliminar el sobrenadante del cultivo y agregar 10 m! de tripsina.
Cuando apenas comienza el efecto de la tripsina y las células comien-
zan a separarse del vidrio. climinar la tripsina quedando sblo aquella
unida a las células. Golpeando suavemente la botella con las manos se
logra la separacion del resto de las células de la pared del vidrio.

b) Agregado de 100 ml de M.C. con suero. Cuando se opera de esta
forma no es Necesario centrifugar. Se hace directamente el recuento
celular, dilucion de las células 0,25 x 108:° cél/ml y siembra de otras
botellas con 25 x 1060 células por botella.

SIEMBRA DE TUBO DE ENSAYO PARA TITULACIONES

Materiales

a) Cultivo confluente de células BHK,, en botella Roux.

b) Tubos de ensayo con tapa de rosca estériles.

¢) Soportes metdlicos para mantener los tubos en posicion inclinada
durante la incubacion (ver Figura 25).

d) Pipeta automatica de 2.0 ml montada en frasco con barra magné-
tica para agitacion (ver Figura 25).

Procedimiento

a) Realizar las etapas (a) y (d) del proceso normal con botellas Roux
(ver 13.5.1).

b) Diluir las células en M.C. para tener una concentracion de 0.3 x
1060 cél/ml.

¢) Estando la suspension celular en agitacion y mediante el uso de
la pipeta automdtica distribuir 1.5 ml de suspension celular en cada
tubo de ensayo.

dy Colocar los tubos en el soporte metalico y cultivarlos en cultivo
estatico durante 48 horas.

— Las proximas etapas de 12 titulacion de virus se cumpliran en el
4rea ge virus (véase 17.2).

CULTIVOS DF CL: ULAS BREy EN FRASCOS - CPRESCRIFTION”
Mareriales

4y Frascos prisdii Lt g 1A0 ml oarériles (ver Fieurs 23

by Tapones de N
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Procedimiento

a) A partir de las mismas células usadas para siembra de botellas
Roux con una concentracion de 0,25 x 108:0 cél/ml, se siembran las
botellas “prescription” con 10 mlL

b) La incubacién y tratamiento posterior es en un todo igual a las
botellas Roux.

13.6 Cultivos de células BHK,; en suspension

La adaptacién de la linea celular BHK,, Clon 13 acrecimiento €n sus-
pensidn (ver Aspectos Generales, punto 1) significo un avance de gran
trascendencia en lo relacionado al uso de cultivos celulares como subs-
trato para la replicacion viral en la produccién de vacunas contra la FA.

La produccion de células se puede hacer en una forma semi continua,
en grandes volimenes y en circuito totalmente cerrado.

La etapa delicada y laboriosa de 1a tripsinizacion fue asi totalmente
superada.

Al adaptarse al crecimiento en suspension las células cambian su mor-
fologia, que de fusiforme pasa a ser redondeada (Figura 34) y se modi-
fica su afinidad por adherirse a la pared del recipiente. Sin embargo, si
son debidamente manejadas, se logra que s¢ adhijeran a las paredes de las
botellas Roux en cultivos estaticos y a las botellas roller que se colocan
en aparatos que rotan a baja velocidad, aproximadamente 8 revolucio-
nes por hora (ver 11.4, Figura 37).

La susceptibilidad al virus de la FAnoes afectada por el crecimiento
en suspension, dentro de ciertos limites. No obstante, como sucede
también con las células de monocapa la sensibilidad de las células fren-
te al virus de la FA puede modificarse en los pases sucesivos, por lo que
debe ser controlada frecuentemente.

A partir de cultivos de células en suspension en frascos, se puede
seguir varios caminos:

a) Cultivo de frasco con agitacion para otros frascos mayores con
agitacion.

b) Cultivo de frasco con agitacion para tanque de cultivo celular.

c1 Cultivo de frasco con agitacion para botellas roller.

d) Cultivos pera células de reserva, conservadas a 4°C.

e} Cultivos para congelacion de células (va descrito en 13.2).
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FIGURA
Células BHK en s

CuLTIVOS DE CELULAS BHK2 DE SUSPE
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34
uspension

NSION. CULTIVO DE FRASCO CON

AGITACION PARA FRASCO CON AGITACION. CULTIVO PREVIO PARA TANQUES

Materiales

a) Frascos de fondo plano de1,2.5.10y 20 litros con barra magné-
tica y dispositivos para transferencia estéril (Figura 35).

b) Mesas con dispositivos para agitacion magnética.

¢) Elementos de recuento celular.
d) Medic de crecimiento M.C.

Procedimiento

a) Se parte de cultivo celular en suspension de reciente descongela-
cion (ver 13,3). se toma asépticamente una muestra (el cultivo debe

estar en agitacion, para lo cual sobre 1
un agitador magnetico).

a mesa de trabajo debe colocarse
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b) Se hace el recuento celular. Un cultivo de 18 a 24 horas que hava
sido sembrado con una concentracion celular de 0,5 x 1060 cél/ml debe
tener aproximadamente 1,5 X 1060 cél/ml.

Si este cultivo es de 2,0 litros, se podré sembrar un frasco mayor con
6,0 litros de cultivo celular, que partird de la concentracion de 0,5 x
1060 cél/ml.

¢) En un frasco de 20 litros de fondo plano con barra magnética, se
colocan 4.0 litros de M.C. Se transfieren asépticamente los dos litros
del cultivo anterior, por medio de presion positiva. Asi tendremos 6
litros de cultivo que se ponen a incubar a 37°C en mesa magnética con
agitacion. En 18 a 24 horas ese cultivo habré alcanzado una concentra-
cion de aproximadamente 1,5 X 1069 cél/ml.

d) A partir de ese cultivo se puede hacer cultivos mayores.

AW

FIGURA 35
Frascos de cultivo con dispositivo para rransferencia estéril
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Ejemplo 1. El cultivo tiene 1,5 X 1060 cél/ml. Serd suficiente para
sembrar 18 litros de cultivo nuevo con 0,5 x 1060 ¢él/
ml, que se podra distribuir en 2 frascos de 20 litros con
8 litros de cultivo cadaunoy enfrasco de 5,0 litros con 2
litros de cultivo.
Ejemplo 2. El cultivo tiene 2.0 x 1060 cél/ml. Sera suficiente para
14 litros de cultivo que se puede distribuir en 3 frascos
de 20 litros con 8 litros de cultivo cada uno.
¢) Para iniciar cultivo en el tanque de 100 litros, se necesitard de 2
frascos con 8 litros de suspension celular. Si partimos de 16 litros de
cultivos con 1,5 x 1060 cél/ml y agregamos 24 litros de M C. tendremos
una concentracion inicial de 0,6 x 1080 cél/ml.

CULTIVO EN FRASCOS CON AGITACION PARA SEMBRAR
BOTELLAS ROLLER

Materiales

a) Frascos de fondo plano con barra magnética y dispositivos para
transferencia estéril.

b) Mesas con agitacién magnética.

¢) Elementos de recuento celular.

d) Medio de crecimiento M.C.

¢) Botellas roller. Aparato roller (Figuras 36 y 37).

FIGURA 36
Botellas
roller de

2 000 ml

FIGURA 37
Aparato
roller 8
revoluciones
por hora
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Procedimiento

a) Se parte de cultivos celulares de 24 horas en frascos con agita-
ci6bn. Se hace recuento celular. Supongamos una concentracion de 1.5
x 1080 cél/ml.

b) Si deseamos hacer cultivos celulares en botellas roller para pro-
duccion de virus y cultivar botellas por 72 horas, es conveniente una
concentracion celular de 0,3 x 1060 cél/milo que en 300 ml de cultivo
dard un total de 90 x 1060 células por botella roller.

Un litro de cultivo serd suficiente para 5,0 litros de suspension celu-
lar para siembra de botellas roller.

¢) Por cada 1,0 litro de cultivo con concentracion 1,5 x 108:0 cél/
ml, se adiciona 4,0 litros de M.C,, se agita y se distribuye a razén de
300 ml por botella.

Si se desea hacer un cultivo en botella roller de s6lo 48 horas, es
mejor usar una concentracién celular no menor de 0,4 x 1089 cél/ml,
es decir 120 x 1082 cél/botella. En este caso por cada 1,0 litro de cul-
tivo se adiciona 2,75 litros de M.C. y se distribuye en la botella a razén
de 300 ml cada una.

d) Se colocan las botellas en el aparato roller y se incuban por 72
horas en el primer caso y por 48 horas en el segundo.

CONSERVACION DE CELULAS EN REFRIGERACION A Fc

La conservacion de células BHK 21 de suspensién a 4°C aunque no pue-
de ser hecha por periodos prolongados, es un recurso de gran utilidad
y debido a que se puede conservar volimenes grandes de cultivo. Eso
permite reaccionar rapidamente en caso de contaminacion bacteriana
u otros problemas que se puedan presentar con los cultivos mayores.

Procedimiento

a) Se parte de cultivos de 18 a 24 horas de crecimiento. Se hace
recuento celular y se mide el pH.

b) Si el recuento es adecuado y el pH no es menor de 7.2 se coloca
el balon en la heladera a 4°C. Si e} pH es inferior a 7.2 se corrige agre-
gando buffer de glicocola estérit (ver 12.10).

¢) Si se quiere guardar esas reservas celulares por varias semanas. ©s
conveniente dejar sedimentar los cultivos durante 24 horas a 4°C v
luego reemplazar el medio de cultivo sobrenadante por M.C. fresco. Una
buena norma. usada sobre todo para conservacion de cultivosa 47C en
tanque. s mantener en agitacion suave durante todo ol perfedo de con-

servacion.
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14. CULTIVOS CELULARES PARA REPLICACION INDUSTRIAL
DE VIRUS. PRODUCCION DE SUSPENSIONES
VIRICAS PARA VACUNAS

La produccion de células para replicacion industrial de virus y la pro-
duccion de las suspensiones viricas para vacunas, seran consideradas en
un mismo capitulo debido a que ambas son producidas en el mismo sec-
tor del laboratorio y utilizando los mismos equipos.

La produccion de células comienza en el area limpia y cuando se
alcanza un volumen de algunos litros, suficiente para comenzar cultivos
en tanque, se transfiere el cultivo al drea de virus por tuberia estéril.

Los tanques de cultivos del drea de virus pueden ser usados de
acuerdo con diferentes criterios, como por ejemplo usar el mismo tan-
que para crecimiento de células y virus, o hacer el crecimiento celular
en un tanque y luego transferir las células ya listas para la agresidn viral
a otro tanque en donde se inocula virus.

Algunos laboratorios hacen su produccion viral en tanques, otros
solamente utilizan roller y otros usan una combinacién de ambos mé-
todos.

Cualquiera de esas combinaciones es valida y el criterio a seguir de-
penderd de las conveniencias locales de cada unidad.

En este Manual. a los efectos de esquematizar ¢l proceso de produc-
cién, trabajaremos de acuerdo con los siguientes presupuestos:

— La produccién calculada de vacuna trivalente con adyuvante oleo-
so sera de 9 millones de dosis por afio.

— Los primeros cultivos celulares para produccion serdn hechos en
frascos en el area limpia (ver 13.6) y luego transferidos al drea de virus
para comienzo de produccion de cultivos celulares en tanques (ver
13.6.).

Supondremos también que 2/3 de la produccion de virus sera he-
cha por el sistema roller y 1/3 de la misma serd hecha en tanques en
cultivos de células en suspension. .

Como consecuencia de este esquema se considera como tiempo de
produccion efectiva 40 semanas por afio.

14.1 Equipo

— 4 tanques para cultivos celujares de 120-250-300-300 litros.

— 2 tanques para inactivacion de virus de 600 litros.

— 1 tangue pzra tratamiento del virus con cloroformo de 600 litros.
— 1 eauipa roller para 1600 botellas roller de 2 litros.
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— 7 filtros Seitz Orion 40 x 40 para 60 placas (ver 12.14.).

— Equipo de aire comprimido de preferencia libre de aceite. védlvu-
las reguladoras y fluxémetros.

— Red de aire comprimido en todo el laboratorio.

— Red de agua a 37°C.

— Red de vapor filtrado.

— Red de agua a 4°C.

— Red de agua corriente.

- Red de agua deionizada o destilada.

— Red de gas.

— Centrifuga refrigerada, tipo PR6 International.

— 3 cabinas de flujo laminar. .

— Potenciometro Metrohm o Portatest 901.

— Microscopio de optica directa (Standard K, Carl Seitz).

— Microscopio de optica invertida (Standard UPL, Carl Seitz).

— Elementos de microscopia, colorantes, aceites de inmersion.

— Céamaras Neubauer, cubre-objetos, etc.

— Congeladores eléctricos —80°€ -

— Bombas de presion.

— Bombas peristdlticas.

— Frascos de fondo plano de 1,0-2,0-5,0-10 y 20 litros, con dispo-
sitivo para transferencia estériles.

— Peras Richardson.

— Propipetas.

— Pipetas graduadasde 1, 2, 10 y 25 mlL

— Pipetas Pasteur.

14 2 Caracteristicas de los tanques de cultivos celulares
y servicios necesarios

Aunque puede haber muchos disefios de tanques para cultivos celulares,
hay algunas caracteristicas que deben ser siempre respetadas. Ante todo
se debe tener presente que los tanques para cultivos celulares son equi-
pos delicados que solo deben ser fabricados por firmas especializadas.

Todos los tanques deben tener doble pared. El liquido que circula
entre las dos paredes tiene la finalidad de dar la temperatura adecuada
al interior del tanque donde se hace el cultivo celular. Esas dos cavida-
des no se comunican entre si.

Todo tanque debe contar con abastecimiento de agua a 37°C y
4°C que circulard por el interior de la doble pared o “‘camisa’’ (camara
2xterna).
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Servicio de vapor para esterilizacion.

Servicio de aire comprimido libre de aceite.

Servicio de agua corriente y deionizada.

Tuberia estéril para transferencia entre tanques, con valvulas ade-
cuadas.

Tuberia de acero inoxidable para medio de cultivo.

La Figura 38 muestra detalles de un tanque de cultivo celular de
200 litros de capacidad.

La Figura 39 esquematiza los servicios requeridos por todo tanque
y que son brindados por medio de tubos que en este caso corren contra
la pared.

La Figura 40 da una idea mas clara en un disefio isométrico.

La Figura 41 es una fotografia que muestra las conexiones de los
servicios al tanque y las conexiones entre tanques.

La cavidad interna y todas las partes en contacto con el producto
deben ser de acero inoxidable tipo AISI 316 y de un espesor suficiente
para soportar las condiciones extremas de presidén y temperatura a que
el tanque serd sometido. Un punto particularmente critico lo constitu-
ye la abertura en la tapa por donde pasa el gje en el sistema de agitacion
convencional.

Consideramos de una gran ventaja el uso de agitacion magnética,
en la cual el disco magnético colocado fuera del tanque que rota impul-
sado por un motor elétrico, acciona por accibn magnética a otro disco
similar colocado dentro del tanque y separado por una placa de acero
inoxidable que es amagnética. Los discos internos impulsan al eje de
agitacion colocado dentro del tanque (Figura 42). En esta forma el
tanque no tiene abertura alguna.

Las paletas o turbinas de agitacion deben ser bien dimensionadas y
tener una ubicacion correcta dentro del tanque (Figura 43).

La velocidad a que los cultivos deben agitarse dependera del disefio
del tanque pero es baja en general, 60 a 120 rpm, y variable segin el
volumen del cultivo y su momento de desarrollo. Por elio es necesario
contar con un reductor y un variador de velocidades. como se ve en las
Figuras 38 y 42.

Los tangues deben tener dispositivos para toma de muestra en pe-
quefia escala para recuentos celulares y controles de pHy bacteriologi-
cos. Para muestras pequefias se usa, en general, un tapon de goma per-
forable debidamente protegido contra los cambios de presién. por una
tapa de rosca con un tope que lo soporta (Figura 38). Para muestras
mavores s¢ usa un dispositivo en la tuberia externa del tangue.

1 odu operacion de adicion o susitacidn Je medio intorne def
dube ser seguida do esterilizacion del sector utilizado. Los filtros de aird

toanmrt e
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Diimetro 1/4
didmetro del tanque

Colocada en tercio
inferior de la
columna liquida

FIGURA 43
Paletas o turbinas dentro del ranque

de entrada y salida deben ser filtros especiales esterilizables. Son exce-
lentes los filtros Domnick Hunter, modelo C4MESR.

(Domnick Hunter Ltd.

Washington Steel Works

Washington, Dunham. England)

Toduo tanque deve tener 2 visores en la tapa (ver Figura 38), uno dc

ellos equipado con sistema de iluminacién y en €l interior del tanque
una regla graduada bien visible para poder medir el nive! del liguido.

g e et
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14.3 Lavado de tanques de cultivo celular

Un buen lavado de los tanques de cultivos celulares es fundamental para
obtener buenos cultivos celulares.

Siempre se debe lavar o por lo menos enjuagar el tanque inmediata-
mente después de su uso.

En algunos disefios de tanques de gran volumen puede entrar un
hombre por una abertura grande colocada en la tapa, pero eso no es
posible en los tanques de menor capacidad. Es fundamental que el lava-
do llegue a todos los puntos, con especial cuidado en los orificios de
entrada y salida, bujes v soportes de eje, etc. Los cafios de entrada y
salida del medio de cultivo, transferencia de cultivos celulares y virus,
deben ser ejuagados y lavados de acuerdo con las mismas directivas
seguidas para los tanques.

Dependiendo del montaje del conjunto del equipo, cada laboratorio
debe establecer sus esquemas de lavada y esterilizacién de tanques y
tuberia, los que deberdn ser efectuados siempre en la misma secuencia
para evitar errores.

Materiales

a) Agua corriente y desmineralizada.

b) Jaboén neutro.

¢) Esponja grande y cepillo con mango largo.
d) Solucién de dcido citrico al 1,0%.

Procedimienio

a) Si el tanque fue usado en produccion de virus es conveniente en-
juagarlo enteramente con una solucion de dcido citrico al 1,0 por ciento
que se hara correr por la tapa. paredes y tuberia de transferencia de
virus.

b) Con todos los registros de salida cerrados se procede a un enjua-
gue general del tanque. En todo momento se debe tomar cuidado de ce-
rrar los registros de los filtros de aire para no mojarlos.

c) Se hace correr agua por las tuberias de medio. y de cultivos ce-
lulares y virus que hayan sido usadas.

d) Se lava bien el interior dei tanque con agua v jabon. usando es
ponja y cepilio.

e) Se enjuaga cuidadosaments con agua corriente e} tanque y las
tuberfas usadas.

f) Se ¢niuaga otra vez muy cuwldadosanienic todo el sistema con
agua desiomizada o destiacy
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14 .4 Esterilizacion de tanques de cultivo

1. Vaciar completamente la “camisa’ del tanque.

2. Verificar que los registros de entrada y salida de agua a 4°C y
37°C de la camisa estan completamente cerrados.

3. Si el tanque estd equipado con tapén de goma para toma de
muestra y fue usado en el cultivo anterior, debe ser cambiado.

4. Cerrar los registros de entrada de aire a los filtros Domnick
Hunter. Los filtros serdn esterilizados junto con el tanque.

5. Abrir todos los registros de salida del tanque.

6. Abrir parcialmente el registro de entrada de vapor y dejar salir
vapor por todas las vilvulas. Las vdlvulas se irdn cerrando parcialmente,
pero siempre dejando salir vapor por 15 a 30 minutos.

7. Cerrar progresivamente, hasta el cierre casi completo todas las
vdlvulas para elevar la presion de 15 a 20 libras durante 60 minutos. La
presidn debe ser controlada para que no fluctile durante ese per{odo.

8. Cuando se completan los 60 minutos, se cierra el registro de
entrada de vapor. Se deja el registro del filtro Domnick Hunter de sali-
da y la conexi6on al mandémetro.

9. Cuando la presion comienza a caer, se abre el registro de entra-
da de aire para mantener siempre una presion positiva de 10 libras den-
tro del tanque.

10. Cuando el tanque ya se enfrid 40-50°C se puede cerrar la salida
del aire, dejando siempre presidén positiva de 10 libras.

11. El o los tanques podrdn ser esterilizados junto con la linea de
medios de cultivo o de transferencia entre tanques. Para estas lineas
regirian los mismos principios que para la esterilizacién de los tanques.

Atencién. El tanque debera estar siempre sometido a presidon posi-
tiva para:

a) Evitar el colapso del tanque que se producirfa si por error se ce-
rraran todos los registros y se produjera vacio por enfriamiento. En
este caso el tanque puede llegar a destruirse totalmente.

b) La presién interna positiva ayuda a mantener la esterilidad del
medio interno.

14.5 Demostracion esquemitica de produccion de células y virus
Se reciben 2 balones con 8.0 litros de cultivos celulares de 1a unidad de

mantenimiento de células y se trabajard de acuerde con el esquema
de la Figuia 44 y del Cuadro 13.

g
8
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10/ —s
< O T
Tanque 1
120 1ts ‘ © o)
Tanque 2
250 its
Tanque 3 Tanque 4
500 1ts 500 lts
FIGURA 44
Esquema de produiccion (en litros)
CUADRO 13
Esquema de produccion (en litros)
DIA TANQUE 1 TANQUE 2 TANQUE 3 TANQUE 4 ROLLER
120 its 250 1ts 500 Its 500 its 1 600 botellas
. C
E 80 C.c.—= 80C.C. Elimina M.C.
LUNES 80 M.C. 400 M.V,
160 400mlS.V.
MARTES 100 ————= 100 C.C. Cpsecha
60 C.C. 100 M.C. virus
Enfria 4°C 200
MIERCOLES 4°C 200 C.C. Recibe
200 M.C. 360 M.C.
400
JUEVES i6 C.C. 60C.C. Enfria y Control N.C.
24 M.C. 60 M.C. Sedimenta
40 120 400 C.C.
VIERNES 0CC 120 U Elimina L ~120 C.C. 1.600 botellas
40 M.C. Sobrenadante 360 M.C. con 300 mi C.C.
80 200 M.V, 480 480C.C.
20 mt S.V.
SABADO 80 C.C. Cosecha crlecimiento
refrigera virus células
4°C
DOMINGO 80 C.C. crlecimiemo
47C células

C.C. Culiivos celulares
M.C, Medio de crecumento para células
M. V. Medic de virus
SV, Semiila de virus
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El esquema que antecede es propuesto solamente para facilitar la
comprension del significado e interrelacidon de las distintas piezas del
equipo de produccidn propiamente dicho. Es un esquema conservador
que al dejar los equipos libres algunos dias de la semana, permite tener
gran capacidad de reaccion cuando algin cultivo celular se pierde por
contaminacidn u otra causa o cuando alguna partida de virus no llegue
al nivel de calidad exigido.

Los volimenes de cultivo y de transferencia propuestos no deben
ser tomados al pie de la letra sino que dependerdn de los recuentos ce-
lulares hechos en cada caso y también de la concentracién celular que se
desea tener en el tanque que va a ser sembrado.

Por ejemplo: Si se desea un cultivo rapido en 24 horas, sembrare-
mos el tanque con 0,8 a 1,0 x 1060 cél/ml. Si vamos a hacer un cultivo
de 48 horas, sembraremos con 0,5 x 1080 cél/ml.

El tanque 1 de 120 litros es principalmente destinado a incremen-
tar el cultivo celular recibido de la unidad de mantenimiento celular
(13.6.), para alimentar el tanque 2. En caso de defecto de este ultimo,
servird para alimentar los tanques 3 y 4, para lo cual deberd ser mudado
el esquema.

El tanque 2 de 250 litros esta destinado a aumentar el nimero de
células recibidas del tanque 1, para alimentar los tanques 3 y 4. En caso
de algin desperfecto del tanque 1, el tanque 2 podra ser sembrado con
24 litros (3 balones) de células de 20 litros con 8 litros de cultivo celu-
lar cada uno, recibidos del area limpia, més 36 litros de M.C. y as{
comenzaran los cultivos.

También en el tanque 2 se cultivan las células destinadas a sembrar
el roller.

En el tanque 3 se cultivan las células destinadas a replicacion viral.
Cuando las células alcanzan una concentracion adecuada, ejemplo:
1.8a2,2 x 106-° cél/ml, el tanque se enfria y sedimenta (véase 14.9).

El tanque 4 se usa para diluir las células destinadas a alimentar el
roller. Como estd equipado con todos los mismos elementos de los otros
tanques permite cualquier otro tipo de operacién alternativa.

14.6 Produccion de cultivos celulares en tanque

Tomaremos como ejemplo el tanque 2 del esquema propuesio en 14.5,
— Primer ciclo de cultivo, destinado a multiplicacion de células para
siembra del tanqgue 3.
Se van a recibir 80 litros de cultivos celulares procedentes del tan-
que 1, el cultivo tiene una concentracion de 1.6 x 1060 cél'ml.
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Como deseamos hacer un cultivo rapido, que asegure un elevado
numero de células para transferir al tanque 3 en algo menos de 24 ho-
ras, comenzaremos el cultivo con 0,8 x 1089 cél/ml.

Procedimiento

a) A través del Seitz ORION (Figura 12) se filtran 80 litros de me-
dio de crecimiento de células M.C. (ver 12.2) a través de la linea de
medio de cultivo. Si ya se dispone de medio estéril se envia directamen-
te a través de la linea de medio. Se hace circular el agua a 37°C por la
camisa del tanque.

b) A través de la linea de transferencia se pasa 80 litros de cultivo
celular C.C. del tanque 1. Se agita durante 30 minutos.

c) Se toma una muestra de cultivo de aproximadamente 40 ml a
través del tapon de goma de toma de muestras, por medio de una je-
ringa estéril de 50 ml.

d) Se mide el pH que debe estar alrededor de 7,3 o 7,4 se hace re-
cuento celular que debe ser aproximadamente 0,8 x 108:° cél/ml, y se
hace control bacteriolégico en medio T.P.B. en frasco conteniendo
70 ml.

e) Dependiendo del pH se pasard mds o menos aire por la superfi-
cie del cultivo. La cantidad de aire se regula en el fluxémetro.

f) Dos horas después de iniciado el cultivo y luego cada 8 horas se
repiten las operaciones (c), (d) y (e). Recordar de observar siempre los
controles bacteriologicos.

g) De 18 a 24 horas después de comenzado el cultivo, se debe ha-
ber alcanzado una concentracion de 1,5 a 1,8 x 1060 cél/m! y se estd
en condiciones de tranferir todo o parte del cultivo al tanque 3. Supon-
gamos que transferimos 100 litros. En el tanque 2 quedan 60 litros, con
los que comenzaremos un segundo ciclo de cultivo.

E! segundo ciclo podemos comenzarlo enseguida o podremos refri-
gerar las células a 4°C dentro del tanque y comenzarlo 2, 3 o mds dias
mds tarde.

— Segundo ciclo de cultivo —destinado a multiplicacién de células
para siembra de botellas roller.

Tenemos en el tanque 40 litros de C.C. con una concentracion de
1.8 x 106:° cél/ml.

Procedimiento

a) Sobre 60 litros de C.C. se agregan 60 litros de M.C.

b) Se agita y se procede como en el cultivo anterior. El recuento ce-
lular debe indicar una concentracion de aproximadamente 0.8 x 1090
cél/ml.
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¢) A las 24 horas habrd una concentracidén celular de aproximada-
mente 1,5a 1,8 x 106:0 ¢él/ml.

Supongamos que todos los controles bacteriologicos estdn correc-
tos, la concentracién celular 1,7 x 1060 y el pH 7.3 y que deseamos
sembrar 1 200 botellas roller para cultivarlas durante 72 horas con 300
ml de M.C. porbotella y una concentracion inicial de 0,3 x 1060 ¢é}/ml.

Debemos calcular cuantos litros de cultivo celular se necesitan. Los
céalculos se hacen de acuerdo con el método descrito en 13.4:

1.200 x 300 ml = 360.000 m! = 360 litros

360_1,7_ - i
x " 03 63,5 x = 63,5 litros

d) Por medio de presidn positiva aplicada sobre el tanque 2, se pa-
san 63,5 litros de cultivo celular al tanque 4 a través de la l{nea de trans-
ferencia.

Previamente, de acuerdo con el calculo, hemos agregado 296,5
litros de M.C. y asi tendremos 400 litros de C.C. listos para sembrar las
botellas roller. El cultivo celular debe estar continuamente bajo agitacion.

14.7 Produccion de cultivos celulares en roller

La suspension celular ya diluida para contener 0,3 x 1089 cél/ml serd
usada para sembrar las botellas roller, a razén de 300 ml por botella
(90 x 1060 células/botella). Si se quisiera hacer un cultivo de sblo 48
horas, se partiria de una concentracién celular més elevada 0,4 x 106:0
cél/ml (120 x 1062 células/botella).

Procedimiento

a) Se esteriliza la linea de transferencia que llevard la suspension
celular a la sala de siembra de botellas roller.

b) Trabajando en una cabina de flujo laminar se distribuye 300 ml
de suspension celular por botella y se tapan las botellas con tapa ros-
gueada.

¢} Se colocan las botellas en los tambores.

d) Se colocan los tambores en los soportes que girardn en el aparate
roller a 8 revoluciones por hora durante 72 horas a 37°C (véanse 13.6.2,
Figura 37).

Al fin de ese perfodo se habrd operado el crecimiento celular en
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forma de grumos celulares adheridos a la pared interior de la botella.
El nimero de células por botella fluctuard entre 500 y 600 x ¢°. El
cultivo estard asi listo para pasar a la produccidn de virus (véase 14.10).

14.8 Produccion de semillas de virus para cultivos

Cuando de acuerdo con los criterios descritos en 8.1, Produccidn de un
antigeno inmunogénico y luego de ensayada frente al Banco de Sueros
(Anexo 4) se decide incorporar una nueva cepa de virus a la vacuna, se
procede de la siguiente forma:

Procedimiento

a) Se coloca un trocito de epitelio virulento en un mortero estéril.

b) Se agrega arena lavada estéril, 20 ml de M.M. y 3,0 ml de clorofo-
formo (Merk Cat. 2445).

¢) Se macera hasta tener un liquido espeso y uniforme.

d) Se centrifuga en centrifuga refrigerada a 3 000 r.p.m. durante
10 minutos.

e) Se toma una botella roller con cultivo de 48 a 72 horas de célu-
las BHK,, de suspension. Se elimina el M.C. y se enjuaga por 2 veces
el cultivo celular con M.V, (ver 12.2) estéril. Se elimina el M.V. (ver
12.3).

f) Con el sobrenadante del virus centrifugado se inocula la botella

T ’ ’ i 7°C durante 30 minutos.

g) Se elimina el liquido de siembra, se colocan 200 ml de M.V. v se
pone otra vez a rodar en el roller a 37°C.

h) Al cabo de 16 a 22 horas ya se habra producido efecto citopa-
tico. Se cosecha ese virus que serd sometido a todos los controles bac-
teriologicos, de infectividad, tipificacion y subtipificacion (ver 17.1,17.2
y 17.3).

1) Se agrega cloroformo 0,33% v/v, se agita enérgicamente, se ajus-
ta el pH a 7,6 con buffer glicocola (ver 12.10) se fracciona en tubos de
ensayo o frascos de 10 ml con tapa de goma y precinto de aluminio, y
se congela a ~80°C en congelador eléctrico. A ese virus se le llama “'se-
milla de semilla”.

j) A partir de esa “semilla de semilla”, se siembra directamente un
mayor namero de botellas roller sometidas a igual tratamiento.

k) Al producirse el efecto citopatico, el virus se procesa de acuerdo
con (h) e (i). Se torna muestra para control bacterioldgico, titulacidn
de inefectividad, tipificacion y subtipificacion. se distribuye en frascos
adecuados al volumen requerido para siembra y se congela a —80°C en
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congelador eléctrico. Ese virus es llamado “‘semilla de uso” que depen-
diendo de la cepa de virus serd un segundo o tercer pasaje de células
BHK,,. Eltitulo infectante debe ser siempre superiora 107-5u.i. 50% ml.

Cada vez que se produce una semilla de virus es sometida a un ensa-
yo consistente en hacer 3 pases sucesivos para descartar cualquier ten-
dencia a desvio serologico que se pudiera presentar. Cada pase es tipifi-
cado y subtipificado.

La concentracién de uso en los cultivos de virus en tanques o roller
debe ser establecida para cada cepa de virus. En general oscila alrededor
de 1,0 m! por litro.

14.9 Produccién de virus en tanque

Tenemos como ejemplo el tanque 3 del esquema propuesto en 14.5.

1. A través de la linea de transferencia previamente esterilizada:

— Recibimos del tanque 2, 120 litros de C.C. con una concentra-
cidn celular de 1,7 x 108:0.

— Por'la linea de medio de cultivo previamente esterilizada agre-
gamos 120 litros de M.C. (12.2) filtrado por filtro Seitz ORION (12.14).

2. Se hace circular el agua a 37°C por la cafieria del tanque, se agi-
ta el cultivo por 30 minutos y se toma muestra para controles con una
jeringa estéril de 50 ml.

Se hace control de pH que debe estar alrededor de 7,3 o 7,4 recuen-
to celular, que debe estar alrededor de 0,8 x 10¢0 y control bacterio-
légico. A través del filtro Dominick Hunter, se pasard aire en la super-
ficie del cultivo a razén de aproximadamente 50 litros por minuto.

3. Se repiten los controles como descrito en 14,6. Si el pH fuera
inferior a 7,1 y no se lograse controlario con aire en la superficie del
cultivo se puede agregar aire en la entrada de profundidad a razén de
5.0 litros por minuto, cuidando que no se forme tanta espuma que pue-
da llegar a los filtros de aire.

4. A las 24 horas previo controles se agregan 200 litros de M.C. y
se repiten las operaciones descritasen 2 y 3.

5. 24 horas después la concentracion celular debe ser de 1,6 a 2.0
x 1060 cél/ml. Sitodos los controles estan correctos y previo ajuste del
pH a 7.2 0 7.3, se cambia la circulacidon del agua de 37°C de la camisa
por agua a 4°C vy se deja enfriar el cultivo bajo agitacion hasta gue la
temperatura baje a menos de 10°C. Entonces se suspende la agitacion ¥
se deja sedimentar las células. La circulacion de agua a 4°C continta.

6. Lucgo de 18 horas. las células estaran sedimentadas. Tomando
una muestra de lignido sobrenadante se observard que 1a concentra-

b
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cion celular es det orden de 1.0 x 1059 ¢él/mlL

Se procede a eliminar el liquido sobrenadante por una salida espe-
cial en ¢l fondo del tanque que permitira salir el liquido, quedando las
células adheridas al fondo del tanque (Figura 38).

En el fondo del tanque quedaron aproximadamente 6 litros de M.C.
y practicamente todas las células del cultivo.

7. Se adiciona M.V. filtrado por filtro Seitz ORION en un volumen
suficiente para tener un recuento celular de 2,5 x 1089 cél/ml. Se pone
el cultivo en agitacion y se cambia la conexion de agua a 4°C de la cami-
sa del tanque por agua a 37°C.

8. Cuando la temperatura del cultivo comienza a subir se inocula
asépticamente la semilla de virus a razon de aproximadamente 1,0 ml
X litro de cultivo.

9. Se controla el cultivo de virus cada 2 horas por medio de toma de
muestras. Es particularmente critico el control de pH que nunca podrd
bajar de 7,2 siendo ideal el pH 7,4. El control se hard por adiciébn de
aire en superficie en forma continua, en profundidad en forma espora-
dica y si fuera necesario por adicioén suplementaria de buffer de glico-
cola (ver 12.10). En ese caso se ensayard un agregado de 4,0 ml por
litro de cultivo hasta obtener el pH deseado.

Al comienzo del cultivo puede haber un leve aumento del namero
de células, pero luego el virus las atacard y comenzaran a aparecer tefii-
das de rojo por permeabilidad a la eosina y luego desintegradas hasta
desaparecer.

10. Cuando el recuento celular indique menos de 1,0 x 1050
células vivas x ml se enfriard el tanque y luego se suspende la agitacion.
Se toma una muestra para controles habituales, bacteriologicos, pH vy
para los controles de calidad.

14.10 Produccion de virus en roller

1. Se parte de cultivos celulares en botellas roller producidas de
acuerdo con 14.7.

Se toman 3 botellas cultivadas, se elimina el M.C. v se agrega 15 ml
de solucidon de tripsina (ver 12.8). Se ponen las botellas en un cesto a
rodar por 15 a 20 minutos en el aparato roller.

Al cabo de 135 minutos s¢ agrega a cada botella 283 ml de M.C. Se
introduce una barra magnética estéril 1 1/2” x 3/8 y se coloca en agi-
tacion magnética por 10 minutos.

Se hace recuento celular (ver 13.4). Fi recuento indicard la cantidad
de células por botella. Dependiendo de esa cantidad sc decide ¢l vobu-
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men de M.V. que se va a usar. En general se ajusta a una concentracion
alrededor de 2.0 x 106:% cél/ml.

2. En la cabina de flujo laminar se invierte cada botella de la pro-
duccion (14.7) y se elimina el M.C., inyectandose enseguida el M.V,
(10.3) conteniendo ya el inéculo viral (14.8) en la proporcién estable-
cida.

3. Las botellas vuelven a sus cestos y al roller a 37°C por el tiempo
suficiente para producirse un ataque completo de las células. Esto se
exterioriza porque las células se desprenden de la pared y aparecen for-
maciones mucoides, filamentosas de gran tamafio. El tiempo requerido
es en general de 16 a 24 horas. El medio de mantenimiento se manten-
dra limpido y permite apreciar el pH del cultivo.

4. En otra cabina de flujo laminar se cosecha el virus invirtiéndose
las botellas sobre un embudo de acero inoxidable estéril conectado por
tubulacidn estéril 2 un tanque especial para tratamiento con cloroformo.

Es conveniente observar cada botella antes de cosecharla, para des-
cartar eventuales botellas contaminadas.

5. Se toma muestras del tanque para los controles habituales de pH
y bacteriolégicos y para los controles de calidad ya mencionados.

14.11 Tratamiento del virus con cloroformo

Tanto el virus producido en tanque como en roller sera sometido a un
tratamiento con cloroformo (Merk Cat. 2445) que tendrd la ventaja de
remover restos celulares, lipidos, lipoproteinas y eventuales contami-
nantes que puedan estar en suspension.

Procedimiento

1. Se coloca toda la suspencidn virica en el tanque especial para
tratamiento con cloroformo y se hace circular agua a 4°C por la camisa
externa del tanque. Cuando la temperatura de la suspensién es del or-
den de 10°C se agrega cloroformo a la concentracion de 1,0% v/v. Esa
concentracion supera la solubilidad del producto.

2. Se agita intensamente a 110 o 120 r.p.m. durante 2 horas para
dispersar y micronizar el cloroformo, de forma que tenga la mayor su-
perficie de contacto posible con la suspension vitica. Se puede usar un
aparato emulsificador fuera del tanque, conectado en circuito cerrado
Se suspende la agitacion y se deja sedimentar por 18 a 20 horas.

3. Al fin de ese periodo, el cloroformo no disuelto habra sedimen-
tado en el fondo del tanque junto con otros materiales precipitados y
presentara el aspecto de una masa mucoide blanca.

4. Se sifona la parte Iimpida de la suspensién virica dejando ece
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sedimento en el tanque. Para ello se usa el dispositivo del fondo del tan-
que (Figura 38)'y si no se dispone de ese modelo de tanque, por medio
de un cafio introducido desde la tapa hasta el nivel deseado “cafio pes-
cador”. En este caso la suspension virica saldra por presidn positiva.

5. La suspension virica sera clarificada por placas Seitz K2, en el
filtro Setz Orion o centrifugada en centrifuga Sharpless o similar, y se
envia al tanque de inactivacién. Se toman muestras para controles de
pH, bacterioldgicos, titulo infectante y fijador (ver 17.1, 17.2 y 17.3).

15. INACTIVACION

Inactivar el virus quiere decir quitarle su capacidad de replicacion, res-
petando su cdpside proteico. Existen varias técnicas vy varios inactivan-
tes (ver Aspectos Generales, punto 8.2).

La inactivacion del virus en el laboratorio de produccién experi-
mental del CPFA se hace por la accion de la etilenimina binaria (BED) a
una-concentraciéon de 3 mM sobre la suspension virica a 26°C y en agi-
tacion durante 24 horas. También se puede inactivar usando una con-
centracion de 1,5 mM de BEI a la temperatura de 37°C durante 24 ho-
ras. En el CPFA se usa actualmente la primera técnica.

15.1 Preparacion del inactivante

Materiales

a) Hidrobromido de 2-bromo-etilamina (BEA) BrCH, CH, NH; Br.
.PM 204.90 (MERK Cat. 820.176).

b) Hidroxido de sodio P.A. (MERK Cat. 6498).

¢) Tiosulfato de sodio S-hidrato P.A. (MERK Cat. 6516)

PM = 248.18.

d) Solucién de Bnaftol-violeta (ICN Pharmaceutical Inc. Plainners
N.Y., USA) al 1.0/ en agua destilada.

¢) Agua destilada estéril a 37°C.

f) Balanza de precision.

g) Bafio de agua a 37°C.

h) Campana con exhaustor.

1) Agitador y barra magnética.

1) Frasco u otro recipiente con siton V oconexion para el tangque
inactivacion.

k) Recipiente con 10 litras de solucinon 1M do tincuifaie do csdin
248 14 g/litro.
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PREPARACION DE UNA SOLUCION DE 0,1 M DE BEI, EN UNA SOLUCION
0,175 M DE Na OH (7,0 g/LITRO) (POR CICLIZACION DE BEA)

Todas las operaciones que impliquen uso del BEI deben ser hechas usan-
do mdscara contra gases, guantes de goma y delantal de goma.

Las transferencias entre balones deben ser hechas en la cabina ex-
haustora.

Toda salpicadura de BEA debe ser recogida y tratada con solucion
de tiosulfato 1,0 M o 4cido citrico al 1,0 por ciento, pues cualguier
pequefia porcion de BEA que caiga en un medio alcalino puede gene-
rar BEIL.

Todo el equipo en contacto con BEI debe ser inmediatamente tra-
tado con solucion de tiosulfato.

Supongamos que vamos a inactivar 100 litros de virus. Necesitare-
mos 3,0 litros de solucién de BEL

Procedimiento

a) Pesar 7 x 3 = 21 g de Na OH y disolverlos en 3,0 litros de agua
deionizada a 37°C bajo agitacion en un baldn con sifdén y barra magné-
tica mantenido en estufa a 37°C.

b) Agregar 1.5 ml de solucion fnaftol-violeta. La solucion tomara
un color violeta.

c) Pesar 20,49 x 3 = 61,47 g de BEA y colocarlo en otro balén con
sifén y barra magnética mantenido hasta entonces en estufa a 37°C.

d) En la cabina exhaustora y por circuito cerrado entre balones
transferir la soluciébn de soda al balon conteniendo el BEA. La solucion
continuara presentando un color violeta. Poner a agitar sobre un agita-
dor magnético a 37°C ya sea en la estufa o en bafio de agua.

Al producirse 1a ciclizaciéon del BEA. con formacion de BEL el color
pasara de violeta a naranja debide al descenso del pH. Ese cambio de
color es indicativo de que se operd la reaccion deseada.

La reaccion quimica que se predujo es la siguiente:

OH™ CH, CH,
= v

BrCH, CH, NH.
H NH - HBr

minutos a 2770 v hebitndose observade o

e Al completarse 64

cambio de color. o w0l

1 de BET estd hista pare uso.
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15.2 Inactivacion de la suspension virica

Materiales

a) Frasco con dispositivo para transferencia estéril, y conexién para
tanque, conteniendo la solucion 0,1M de BEI, segiin 15.1.

b) Cloroformo (PAMERK Cat. 2445).

¢) Recipiente con 10 litros de solucion 1,0 M de tiosulfato de sodio
248.14 g/litro.

Tanques de inactivacion

Tanques con agitacién magnética y doble pared con circulacién de agua
a 26°C (dependiendo de la técnica seguida puede ser 37°C) (Figura 38).

Es importante que este tanque no tenga espacios muertos o fondos
de saco, donde pueda quedar virus no alcanzado por el BEI y l1a tempe-
ratura de 26°C.

Cuando es posible, se aconseja hacer el agregado de BEI al virus en
un tanque, mezclarlo a 26°C durante 2 horas y luego transferirlo a otro
tanque. Cuando esto no sea posible, se aconseja introducir el virus al tan-
que por una abertura sobre la pared lateral y luego de efectuada la in-
activacion se remueve el virus introduciendo un cafio estéril por la tapa,
“cafio pescador’” y se retira el virus por presion positiva, no tocando el
virus que haya quedado en el fondo del tanque aunque los espacios
muertos estén lienos de cloroformo.

Otro sistema consiste en hacer “purgas” de virus por el orificio in-
ferior del tanque, para que pase a ser ocupado por virus ya mezclado
al BEL

Como todos los laboratorios no tienen tanques ideales, el principio
general es: a) evitar los espacios muertos y b) toda la masa virica debe
ser sometida a idéntico tratamiento.

Debido a que el virus después de inactivado pasara al drea limpia.
es de gran importancia disponer de tanques de inactivacion en cantidad
suficiente para poder retener el virus después de inactivado. en refri-
geracion a 4°C hasta que se haya hecho ¢} control de no infectividad
{17.51 o por lo menos que se hayan hecho los dos primeros pases en

¢ de inactivacion.

suficiente

longr Ins vapa-
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El uso del cloroformo es para evitar que quede parte del virus sin
ser sometido a la temperatura de 26°C y a la accion del BEL

c) Se recibe en el tanque el virus tratado por cloroformo v clarifi-
cado segiin 14.11 y se calienta a 26°C.

d) Se conecta el frasco que contiene el BEI a una abertura superior
del tanque con rosca para conexion estéril. Se transfiere el BEI del ba-
l6n al tanque por presidon positiva.

e) Se cierra el registro de la entrada del tanque y se desconecta el
balon. Todas las partes que estuvieron en contacto con ¢l BEI son tra-
tadas por la solucién de tiosulfato.

f) A las 2 horas de haber agregado el BEI se toma una muestra para
controles de pH y bacteriologico.

Fuera de estos controles, constituye una excelente norma, que a las
2, 4, 6 y 8 horas después de agregado el BEI se tomen muestras para
titulaciones del virus.

La muestra de virus debe ser tratada por una solucioén de tiosulfato
estéril, calculada para quedar a una concentraciéon final de 10 mM.
Esto tiene la finalidad de evitar que contintie la accién del BEL El titu-
lo debe decaer de acuerdo con una cinética de primer orden (ver Aspec-
tos Generales, punto 8.2).

g) A las 24 horas se enfria el tanque a 4°C y se toma una nueva
muestra para controles bacteriologicos, pH, titulo fijador, masa antigé-
nica e inocuidad.

h) El virus quedard en el tanque de inactivacidn hasta que se hayan
hecho por lo menos los dos primeros pases en células del control de
inocuidad (ver 17.5).

16. FORMULACION DE LA VACUNA CON ADYUVANTE OLEOSO

Una vez que la suspension vitica monovalente fue inactivada, y pasé por
todos los controles de pureza bacteriologica, pH. titulo infectante an-
tes de inactivar, titulo fijador del complemento antes y después de inac-
tivar y si posible masa antigénica, estard pronta para ser incorporada en
la vacuna.

Como en general las vacunas son trivalentes, también las otras va-
lencias deberdn estar prontas para ser mezcladas antes de proceder a la
emulsificacion. En esta etapa las suspensiones viricas se encuentran en
camarz {ria a 4°C en el drea limpia del laboratorio.

Como va fue descrito (ver Aspectos Generales), (ver 8.3). las vacu-
nas con adyuvante oleoso son emulsiones tipo agua-en-aceite, de ahf
que la suspension vitica debe ser dispersada en el seno de la fase olecsa
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para lo cual se necesita de agentes emulsificantes y equipo especial de
emulsificacion, equipos de control y una serie de tanques interligados.
A continuacién se detalla el equipo de produccién y control.

16.1 Equipo

— Conductivimetro (Figura 59).

— Centrifuga refrigerada.

— Estufaa 37°C y 56°C.

— Cabina de flujo laminar.

— Densimetro con faja de sensibilidad para pesos especificos entre
0,800 y 0,900.

— Viscosimetro tipo Brookfield modelo LTV o similar (Figura 45).

FIGURA 45
Viscosimetro

— Filtro Millipore 293 mm (ver 12.14.2).

— Placas AP25, AP20, AW03, GS 0,22 um.

— Cartuchos clarificantes CP15, CP20 o CP19.

— Cartuchos esterilizantes CVGL.

-- Estructura v montaje completc en la linea de cartuchos. Los
cartuchos esterilizantes deben ser esterilizados por vapor (Figuras 46a
v bl

—~ Emulsificador de mesa Sandard Model (Siiverson Machines Ltd.
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Waterside, Cheshan Buckinghanshire, England HP5 1P2) (Figura 47).
— Emulsificadores para vacuna (Calderaria e Mecanica INOX,
Avda Papa Joa XX111, Maua, Sao Paulo, Brasil) (Figura 48).

-

FIGURAS 46ay b.
Montaje de filtros de
cartucho para filtras la
fase oleosa.
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i1 FIGURA 47

-+ Emulsificador de mesa
Silverson para trabajos
experimentales
colocado en cabina de
flujo laminar

FIGURA 48
Emulsificadores para vacuna
instalados
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FIGURA 49
Tanques de

: mezcla,

f conectados
alos
emulsificadores

— Tanques de mezcla, conectados a los emulsificadores (Figura 49).
La Figura 50 presenta el esquema de los tanques imprescindibles en
los sectores de emulsificacién y envasado.

16.2 Esterilizacion de los tanques y aparatos emulsificadores

Inmediatamente después de uso, se debe eliminar toda el agua de la
camisa de refrigeracién (cdmara) y se deben limpiar los tanques y apa-
ratos emulsificadores por pase de vapor fluente, dejando abiertas todas
las salidas, para la eliminacién de todo el material oleoso.

1. Antes de comenzar la esterilizacién propiamente dicha, se debe
verificar que la camisa de refrigeracién no contenga agua y se pasa otra
vez vapor fluente por los tanques y aparatos emulsificadores en una sola
operacidn. El vapor ingresa por el tanque 1, pasa por los emulsificadores
y sale por el tanque 2. Las salidas inferiores de todos los equipos deben
estar parcialmente abiertas para eliminacién de condensados.

2. Se comienza a subir la presién de todo el sistema a 15 lbs/pulga-
da dejando parcialmente abiertas las salidas y conexiones con los filtros
que necesitan ser esterilizados. Durante el periodo de ajuste de presion
es conveniente cerrar los registros de los aparatos emulsificadores, que
pueden sufrir si hubiera variaciones bruscas de presién.
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3. Cuando la presion quedo estabilizadaa 15 1bs/pulgada? , se abren
los registros de los aparatos emulsificadores, y se continta la esteriliza-
cion por 30 minutos més.

4. Se cierra la entrada del vapor y antes de que la presion caiga to-
talmente, se abre la entrada del aire regulado a 10 Ibs a traves de los
filtros Dominick Hunter. Periddicamente se¢ eliminan los condensados
por aberturas rapidas de las salidas inferiores de los tanques. mante-
niendo siempre presion positiva.

El tanque de envase num. 5 puede ser esterilizado en serie con el
resto del equipo, o en forma independiente, de acuerdo con la técnica
general de esterilizacion de tanques descrita en 14.4.

Lostanques 1y 2 del esquema (Figura 50) se esterilizan por separado.

16.3 Produccion de vacuna oleosa en forma de emulsion primaria

Materiales

— Aceite mineral blanco refinado. El Marcol 52 (Exxon Corp.,
USA) es el aceite mds extensamente usado en la produccion de vacuna
con adyuvante oleoso.

Es un producto aprobado por todos los Codex europeos y por la
Pharmacopeia y la Food & Drug Administration de los Estados Unidos
para uso farmacéutico.

Tiene un peso especifico de 0,821 a 25°C y una viscosidad de 10
cps a igual temperatura. Pasa las pruebas de toxicidad por inoculacién
intraperitoneal en ratones jovenes (Test de Berlin, Annals of Alergy,
vol. 20, pags. 472-490, 1962). Para su mejor estabilidad y como agente
antioxidante contiene hasta 10 ppm de dl-alpha-tocopherol. Pueden ser
usados aceites de otras marcas desde que retinan las mismas caracteris-
ticas.

— Emulsificante.—Montanide 888 — ether de anhydromannitol
octodecenoato-HLB 5.0.

— Montanide 80 — monooleato de manitol HLB = 2,6 ambos de
SEPPIC, 70 Champs Elysées. 75008 Paris, France. )

— Arlacel A — monooleato de manitol (SANDRIA. Box 800. Nor-
waltk CT, USA 06856). .

— Suspensién vivica. En forma mono. bi o trivalente. inactivada
controlada segiin 15.2. 17.1 a 17.4.

— Merhiolate. Thimerosal Lilly. Powder nam. 20.

— Medios para controi bacterioiogico {(ver 12.12).

- Equipo de control descrito en 17.1.
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Procedimiento

1. Se mezcla el Marcol 32 v el Montanide 888 (en el CPFA se usa

sOlo este emulsificante) en la proporcion de:
90% Marcol 52
10% Montanide 888

Se debe colocar primero el Marcol 52 en el tanque y luego agregar el
Montanide 888 estando el Marcol 52 en agitacidn.

2. Se somete la mezcla a filtracion esterilizante por placas Millipo-
re en filtro montado con placas clarificantes AP25, AP15, AWO03, pla-
ca separadora AP32 y esterilizante PH 0,3 um, o por filtro de cartucho
clarificante CP19 o CP15 y CP20 y esterilizante CVGL, montados en la
linea.

La mezcla filtrada es recibida en el tanque estéril (Tanque 1 de la
Figura 44). En casos de filtracién por placas es conveniente calentar la
mezcla a 50 o 60°C, lo que disminuye su viscosidad y facilita la filtra-
cion. Se enfria el medio filtrado a 4°C por circulacién de agua fria por
la camisa (camara) del tanaue.

3. Se hace la mezcla de virus que se va a usar. Se puede agregar Mer-
thiolate Lilly a razon de 1:30.000. Se mantiene el virus a 4°C por circu-
laciébn de agua fria por la camisa del tanque (Tanque 2 de la Figura 50).

4. Se transfieren 100 litros de aceite con emulsificante del Tanque
1 al Tanque 3 y se pone en agitacion. Se transfiere lentamente la sus-
pensidn virica del Tanque 2 al Tanque 3. La adicion debe ser lenta,
regulada para durar 10 minutos aproximadamente. A medida que el
volumen va aumentando se aumenta la velocidad de agitacién. Cuando
se completd el agregado de suspensidn virica se agita por 5 minutos a
la velocidad mdxima. Se toman muestras de esta mezcla para control de
emulsion (véase 17.6).

5. Se pasan los 200 litros de premezcla del Tanque 3 a través de los
emulsificadores 1 y 2 simultineamente y se recogen en el Tanque 4,
donde quedan en agitacion. Se toman muestran para controles de emul-
sién (ver 17.6).

6. Si fuera necesario, se emulsifica otra vez la emulsién, pasindola
del Tanque 4 al Tanque 3 a través de dos emulsificadores.

Se toman nuevamente muestras para controles de emulsion (ver
17.6) y si la conductividad es negativa >10.0 M Ohms vy la prueba de
gota demuestra una emulsidn correcta se pasa la vacuna al Tanque
de mezclz final para envase. donde se juntard con otras partidas de 200
litros emulsificadas en la misma forma. Toda la vacuna contenida en el
Tangue 5 en un momente dado. después de debidamente mezclada.

mn}«sﬁhnvn o mortido A corin Ao vnsiing
CONDLITUY U Wilu pudnuad O 50000 GU Yaluiia,

(2]

Al tomar la muestra se aprecia que la vacuna adhiere a la pared del
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tubo. La observacion microscoOpica muestra gotas pequeilas y uniformes
de fase acuosa, dispersas en una fase continua oleosa (Figura 51).

-~

FIGURA §51
Pequerias gotas de antigeno dispersas en una fase oleosa continuc

Dosis y via de aplicacidn

La dosis de esta vacuna para bovinos es de 5,0 ml, de la cual 2,5 ml co-
rresponde a la suspension viricay 2,5 ml a la fase oleosa.

La via de aplicacién mads aconsejada es la intramuscular profunda en
el tercio superior del pescuezo. También puede aplicarse por via subcu-
tanea, pero en algunos animales se produce una reaccién local que per-
dura mucho tiempo afectando solamente el aspecto estético.

En la especie porcina se puede aplicar la dosis de 1,5 ml por via
intramuscular profunda en el pescuezo en animales adultos y por via
intraperitoneal en animales jovenes. No se aconseja la via subcutdnea.
Para la especie porcina es mis indicada la vacuna oleosa de emulsion
doble (ver 16.4).

En la especie ovina se puede aplicar la dosis de 2,0 ml por via in-
tramuscular o intraperitoneal. La vacuna con adyuvante oleoso induce
en la especie ovina una inmunidad soélida y de larga duracion.
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16.4 Vacuna de doble emulsion

La vacuna de doble emulsion producida en el CPFA sigue la formula
descrita por W.J. Herbert (The Lancet. October 16,1965, p. 771,

Consta de una vacuna de emulsion primaria (16.3) dispersada en el
seno de una fase acuosa, por medio de accién mecdnica y de un emulsi-
ficante hidrofilico de alto HLB (balance hidrofilico/lipofilico, Tween
80. La fase acuosa es una soluciodn salina tamponada.

Materiales

— Tween 80 — polyoxythylene monoleato de sorbitan HLB = 15.0.
— Solucién salina tamponada (ver 12.11).
— Vacuna de emulsién primaria.

Procedimiento

1. Se prepara una solucién al 2.0 por ciento de Tween 80 en PBS.
Se agita y calienta para disolver.

2. Cuando ¢l Tween estd totalmente disuclto se filtra por filtro
Millipore 253 mm montado con placas AP25. AWO03, separador AP32
y placa GS .22 um.

3. S¢ coloca la solucidon en el Tanque |y sc agrega lentamente la
vacuna de cmulsion primaria sobre clla estando la masa ¢n continua
agitacion. Cuando se igualaron los volimenes de ambas fases ya sc ten-
drd una emulsidn doble, pero para homogencizar mas la cmulsion se
para por una vez a través del aparato emulsificador.

El producto final tendra un aspecto lechoso. Al tomar una mucstra
se verd que no adhiere a la pared del tubo. se mezcla con el agua v ¢s
conductor de la corriente eléctrica (ver Controles en 17.6).

El aspecto microscopico muestra gotas grandes de emulsion prima-
ria dispersas ¢n una fase continua acuosa. Otra caracteristica de esta
emulsion que no se ve en la emulsion primaria. s la aparicion de movi-
micnto Browniano a la observacion microscopica (Figura 523,

Dosis v via de aplicacion

Debido @ que la vacuna de emulsion doble tiene un 50 por cionto do
fase acuosa sin componentes activos desde el punto de vista inmuno
génico. ef volumen de la dosis debe ser el doble que en fa emulsi i
maria para contener igual cantidad de inmundgeno ¢

nogénico.
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FIGURA 52
Grandes gotas de emulsion primaria dispersas en una fase continua acuosa

La vacuna de emulsion doble es particularmente indicada en la espe-
cie porcina. En trabajos preliminares realizados en el CPFA se compro-
bd que esta formulacidn produce menos reacciones tisulares adversas en
cerdos que la vacuna de emulsion primaria (ver Aspectos Generales:
Respuesta inmunitaria a las vacunas con adyuvante oleoso).

La via de aplicacion preferencial es la intraperitoneal para cerdos
jovencs de hasta 2 meses de edad. En cerdos adultos se debe usar la via
intramuscular profunda en la porcion superior del pescuezo.

En ovinos no sc¢ han encontrado diferencias importantes en la reac-
cién producida por ambas formulaciones, pero todavia no hay gran ex-
periencia al respecto.

16.5 Produccién de vacuna con adyuvante oleoso, emulsion primaria,
a partir de virus concentrados
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de virus para obtener una vacuna de buena calidad. La cantidad de par-
ticulas viricas intactas 140S por dosis dependerd de la concentracion
inicial en particulas viricas en el cultivo producido.

Si se desea que la vacuna posea una mayor concentracion viral,
habra que recurrir a algin procedimiento de concentracion.

En el CPFA se han ensayado tres procedimientos:

a) concentracion de virus por PEG 6000

b) concentracion de virus por ultrafiltracion — Membranas Pellicon

¢) concentracién por adsorcion de virus sobre hidroxido de alumi-
nio y eliminacion del sobrenadante.

Cualquiera de esos procedimientos permite hacer una reduccion
de volumen, con recuperacion de altos porcentajes del virus contenido
en la suspension virica original. Esa recuperacion es facilmente demos-
trable por trabajos experimentales en los que se evelia la recuperacion
de virus por titulo infectante, por titulo fijador del complemento y por
masa antigénica. En trabajos de inmunidad sobre bovinos, hechos con
virus concentrados por hidroxido de aluminio, y muchos ensayos he-
chos en el CPFA, se comprobd que el uso de virus concentrado por ese
procedimiento y también por ultrafiltracion y por PEG pueden ser usa-
dos en vacunas con adyuvante oleoso.

Resultados mucho menos claros fueron obtenidos cuando se intentd
mejorar la respuesta inmunitaria en bovinos por aumento de la concen-
tracion viral en 3 y hasta 10 veces la concentracion original.

La buena calidad v concentracion del virus desde el momento de su
replicacién industrial sobre el cultivo celular, el buen manejo de la sus-
pension virica, la correcta formulacion de la vacuna y su buen manejo
posterior son fundamentales para que las vacunas induzcan la mejor
respuesta inmunitaria.

Errores cometidos en cualesquier de esas etapas. no serdn subsana-
dos por procedimientos de concentracion de virus.

16.6 Instrucciones para el uso de la vacuna

Toda vacuna que salga del laboratorio debe estar envasada en un frasco
correcto. de material inerte y cierre de goma con capacete de aluminio.
Debe ademds estar impreso en forma indeleble con los datos esenciales:
volumen de la dosis. condiciones de conservacion. fecha de vencimien-
to. etcétera,

También debe acompafiar una hoja con instrucctones generales de
manejo (ver Figura 53).

El embalaje debe sor hecho en eajns deomaterial aisfante (Isopor).
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FIGURA 53
Frasco de polipropileno, tapa de goma sintética y capacete de aluminio.
Frasco con instrucciones impresas

que proteje la vacuna dce las temperaturas altas (ver Figura 54). Dentro
de las cajas también s deben colocar “sachets™ refrigerantes congelado.
Es preferible el uso de cstos “*sachets™ al uso de hiclo, porque ¢ste al
derretirse mojaria todo ¢f contenido. No debe usarse hielo seco para

vacunas.

FIGURA
54

ll. Controles de
proceso y producto
final



17. CONTROLES DE PROCESO

17.1 Controles Microbiologicos

La contaminacion por bacterias. hongos y levaduras constituye uno de
los problemas mds frecuentes y que causan mayores perjuicios en un
laboratorio de cultivos de tejidos.

Con menos frecuencia se presentan contaminaciones por Mycoplas-
mas que son también altamente perjudiciales y mds dificiles de contro-
lar. Todas las operaciones con cultivos de tejidos deben ser asépticas y
los cultivos estériles. Al aparecer cualquier indicio de contaminacién él
o los cultivos contamiandos o sospechosos deben ser eliminados. En tra-
bajos de cultivos de tejidos no se puede convivir con la contaminacion.

Debido a la frecuencia con que las contaminaciones bacterianas y
por hongos suelen aparecer es conveniente tener siempre células de re-
serva prontas para una rapida substitucion (ver 13.2 y 13.6.3).

El uso de antibidticos ayuda a evitar las contaminaciones y hace
que muchas veces pequefas contaminaciones por gérmenes sensibles
sean eliminadas sin aparecer en los controles. Por otro lado. los antibio-
ticos constituyen un arma de doble filo ya que algunas contaminaciones
pueden quedar en estado latente (enmascaradas) por mucho tiempo no
siendo detectadas en los controles, pero causando efectos perjudiciales
sobre la produccion de células y virus. A veces contaminaciones latentes
eclosionan en momentos en que ya la produccion alcanzé un gran volu-
men y las pérdidas econémicas son mucho mayores que cuando se de-
tectan precozmente.

Lo ideal es trabajar sin antibidticos en el “Banco de Células™ (ver
13.2). as{ todos los controles bacteriologicos. serdn valederos. El propio
medio de cultivo para células constituye un medio muy rico para el
desarrollo bacteriano y al ser incubado a 37°C revelard cualquier con-
taminacion.

Todos los trabajos del “Banco de Células™ realizados con las células
de stock. destinadas a congelacién y para reposicion deben ser hechos
sin antibidticos.

Los controles de esterilidad deben ser hechos en todo cultivo colu-

)
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lar. cada vez que se haga cualquier operacién con elios. repique de cé-
lulas, transferencia de un recipiente a otro, recuento celular. etcétera.
Trabajando de esta manera se tendran dos ventajas de la mavor impor-
tancia en términos industriales:

a) Deteccion precoz, con lo que se ahorra los gastos de la produc-
cion de volumenes mayores (gastos de materiales y de tiempo utl de
produccibén) y

b) se facilita la localizacion de la causa o puerta de entrada de la
contaminacion.

Los controles de esterilidad bacteriologica v micoldgicos deben
ser hechos principalmente en las siguientes etapas:

En medio de cultivos. Durante ¢ inmediatamente despuds de termi-
nar la filtracién.

En medio de cultivo sin antibioticos. Se hard autocontrol en estufa
a 37°C durante 7 dias. En todo autocontrol si aparcce alguna turbidez
debe hacerse observacidon microscopica. Para enriquecer el campo mi-
croscOpico es conveniente centrifugar una mucstra.

En todos los medios de cultivo para células y virus. con vy sin anti-
bidticos, se hard control en los medios bacteriologicos descritosen 12,12,

En cultivos celulares en monocamada --en cada subcultivo.

En cultivos cclulares en suspension cn frascos — en cada subeultivo.

En cultivos en suspension en tanques — en cada operacion de agre-
gado de células o medio. En cada toma de muestra para controlces.

En cultivos de virus en tanques. Al sembrar el virus 2 o 3 veces
durante el cultivo al hacer la toma de muestras para observar pH o cfec-
to citopdtico. Al terminar ¢l cultivo.

Tanque de inactivacion de virus. Al comienzo y final de la inacti-
vacion.

Controles de inocuidad. En cada pase.

Virus inactivados. Al recibirlo en el drea limpia. Al hacer las mezclas
polivalentes,

Vacuna final. Al comienzo, durante y final del proceso de cnvase.

SIEMBRAS N MEDIO DE CULTIVO

Si bien son muchos los medios de contro] bacteriologico que se pueden
usar. resulta practico y confiable usar los medios descritos en 12.12:
Caldo triptosa fostfato T.P.B. en frascos de 120 mi con 70 mi de
medio.

Caldo do thioglicolato ¢n frascos de 120 mi con 70 mi do medio.

Aear do Subouraud en tubos de ensayoe

Debido a que la mayor parte de Jos medios o controlar tienon antr-
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bioticos los frascos deben ser sembrados con volimenes pequenos de
aproximadamente 0.2 ml e incubados durante 7 dias a 37°C.

Obviamente. durante el proceso de produccion no se puede esperar
7 dias para pasar a la proxima ctapa. pero felizmente la mayoria de los
contaminantes habituales de los cultivos celulares se hacen evidentes,
sobre todo en el medio T.P.B. entre 18 y 24 horas después de sembra-
dos. Pocas veces un cultivo de T.P.B. que presenta un aspecto Iimpido
a ias 24 horas, aparece posteriormente contaminado.

En todas las etapas intermedias de la produccion, el T.P.B. es el
medio de control de preferencia, siendo por lo tanto el més usado.

OBSERVACION MICROSCOPICA

Cuando se¢ desca confirmar una contaminacién microbiana y/o conocer
¢l agente causal sc hace una observacion microscOpica, con microsco-
pios de oOptica directa con lente ocular 10X y objetivo de inmersidon
100X.
Coloracion—Para visualizacion de bacterias y levaduras es usada la
coloruacion de Gram.
Materiales -Microscopio con lente de inmersion.
Asa de platina.
Porta objetos.
Colorante de Gram (ver 12.15).

Procedimiento

1. Se hace un frontis del cultivo con una asa de platino sobre un
porta objeto desengrasado con alcohol. Si el medio es liquido puede
ser centrifugado para enriquecimiento.

2. Se deja sccar al aire y luego se fija sobre la Hama de un mechero
Bunsen.

3. Se cubre ¢l porta objetos con la solucion de cristal violeta. se deja
actuar 1 minuto. Se enjuaga suavemente con agua corriente v se deja
CSCUTTIT.

4. Se coloca solucion de yodo de Gram y sc deja actuar por 1 minu-
to. Se enjuaga suavemente con agua corriente v se deja escurrir.

5. Se colaca etanol a 95 por ciento y s¢ deja actuar por un minuto.
Sc enjuaga en agua corriente v se deja escurrir.

6. Se cubre con solucion de safranina v se deja actuar por 10 sc-
gundos. Se enjuaga ¢n agua corriente y se deja secar.

7. S¢ observa en el microscopio con lente de inmersion. usando
aceite de mnmersion v lente 100X
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Las bacterias Gram positivas y las levaduras aparecerdn tefiidas en
color azul violeta oscuro. Las bacterias Gran negativas apareceran color
rosa.

OTROS CONTROLES BACTERIOLOGICOS

Si bien todas las operaciones con células deben ser bacteriolégicamente
estériles, los diversos componentes del medio de cultivo no son estéri-
les hasta el momento en que son: a) autoclavados o b) filtrados por
filtros esterilizantes.

La filtracion, sobre todo la que se hace con filtro de profundidad,
serd tanto mds eficiente cuanto menor sea la carga bacteriana de los
medios a filtrar: por ello es conveniente tener una idea de la magnitud
de esa carga. Los dos elementos que mas deben ser controlados son:
a) el suero bovino y b) el medio de cultivo integral.

Una forma simple de controlar esa carga microbiana consiste en
hacer una serie de diluciones decimales del medio en un diluente esté-
ril. Cada una de esas diluciones sera sembrada en medio de cultivo de
preferencia placas de agar nutritivo y asi se determinard el nimero
de bacterias por milimetro de medio original.

El suero bovino, si ha sido tratado de acuerdo con un proceso co-
rrecto, debe presentar cargas bacterianas inferiores a 1030 gérmenes
por milimetro después de la clarificacion. Igualmente el medio de culti-
vo integral debe presentar cargas inferiores a 1030 gérmenes por mili-
metro antes de la filtracién.

Si las cargas bacterianas son elevadas indican que se debe revisar el
proceso de obtencion de esos materiales y la metodologia general.

Cargas bacterianas elevadas no so6lo comprometen la eficiencia de las

tiltraciones. sino que incorporan toxinas al medio de cultivo que afec-
tan su calidad.

CONTAMINACIONES POR MYCOPLASMAS

Las contaminaciones de los cultivos por microorganismos del género
Mycoplasma. muchas veces referidos como P.P.L.O. (de} inglés Pleurc
Pneomoniae Like Organism) son bastante frecuentes en cultivos celula-
res. La infeccion es a veces inaparente y otras veces causa severas lesio-
nes citepdticas que imposibilitan la utilizacion de los cultivos. En algunos
Casos la accidon os moderada y afecta el desarrollo celular particularmen-
te enodus cultivos de mas de 24 horas. la adherencia de ias céiulas a fa
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superficie del vidrio, o su conservacion cuando el cultivo es refrigerado
a 4°C. En los cultivos de células en suspension muchas veces se ven cé-
lulas gigantes, opacas y granulosas. Cuando los cultivos presentan algu-
nas de esas caracteristicas siempre se debe pensar en la posible presencia
de Mycoplasmas. La fuente mas frecuente de contaminacion es el tracto
respiratorio superior del hombre ya que muchos Mycoplasmas son ha-
bitantes normales de esa region. Se han descrito casos en que la tripsi-
na y el suero bovino han sido las puertas de entrada. Cuando algin cul-
tivo se contamina. es muy frecuente la contaminacion de los otros
cultivos que se hagan en el mismo laboratorio debido a la formacion de
aerosoles.

El diagnostico de Mycoplasmas no es tan simple como con las bac-
terias y hongos, y requiere medio de cultivo y tecnologia especial. En
el Anexo 1 se incluye una lista de los medios de cultivo especificos
de DIFCO vy una publicacion didédctica sobre el tema.

De cualquier manera, cuando aparezcan algunas de las manifesta-
ciones antes mencionadas, e¢s una practica muy saludable parar momen-
taneamente los cultivos, lavar y desinfectar todo el laboratorio y des-
pués comenzar con una linea celular nueva que venga de cultivos libres
de antibibdticos.

Los antibidbticos comunes antes mencionados tienen poca ¢ ninguna
accion frente a los Mycoplasmas. Otros antibidticos como Kanamicina
y Tylan son algo mads eficientes, pero no resuelven satisfactoriamente ¢l
problema.

Al igual que en las contaminaciones bacterianas, los antibidticos son
a veces contraproducentes. pues enmascaran la contaminacién. Los
cultivos celulares sin antibioticos en el Banco de Células son también
muy indicados para detectar los Mycoplasmas.

17.2 Titulacion de infectividad

La titulacion de infectividad del virus consiste en la medicion de las
particulas infectantes por unidad de volumen que el virus tiene para un
sistema de prueba determinado. Las particulas infectantes constituyen
una pequefia minoria en ¢l comjunto de particulas virales presentes
en una suspension virica. por lo tanto su medicion no dard un valor
sbsoluto sobre la concentracion virica. No obstante. si se trabaja deniro
de determinadas técnicas de titulacion sobre suspensiones viricas produ-
cidas siempre en la misma forma. la titulacion de infectividad dard una
bucna indicacion sobre fa suspension virica producida v su aptitud para
ser usada CumG antigeno para Vacuna. S¢ pueden utilizar varios modeios
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de titulacion y usar diferentes substratos (ver Anexo 2).

En un laboratorio de produccién de vacunas es importante trabajar
siempre con la misma técnica v usando el mismo substrato celular, cuya
susceptibilidad debe ser frecuentemente comprobada.

Durante los cursos del PROASA se uso el sistema de titulacion en
tubos, sobre cultivos de células BHK,, Clon,, de monocamada, en el
cual se toman como positivos los tubos que presentan efecto citopatico.

También puede ser usada la técnica de titulacion en placas, actual-
mente preferida en la Planta Piloto del Centro Panamericano de Fiebre
aftosa (CPFA) (ver Anexo 2, punto 3).

Materiales

1. Muestra de virus a titular.

2. M.V,

3. Gradilla para tubos de cultivo celular en tubos y para tubos de
dilucién.

4. Tubos con cultivos celulares de 48 horas.

5. Tubos para hacer diluciones, pipetas de 1,0, 5,0 y 10 ml. Pro-
pietas.

6. Jeringa automdtica de 2.0 y 5,0 ml.

7. Bomba de vacio con deposito intermedio y canula 14 de 47

Procedimiento

1. Diluciones: Colocar los tubos de diluciones en bafio de hiclo y
preparar diluciones 10! a 10-% del virus, usando volimenes de 4.5 m]l
de diluyente M.V, y 0,5 m! de virus.

2. Tubos de cultivo: Eliminar el medio de cultivo de los tubos usan-
do el dispositivo de vacio y la cinula 14 a 4” y substitucion por 1.5
mlde M.V,

3. Inoculacion: Inocular 0.1 ml por tubo de cada dilucion de virus.
usando 6 tubos por dilucién. La inoculacion se empieza por la dilucién
mds alta continuando en forma descendente. Se puede usar la misma
pipeta. Se inoculan las diluciones 10-8 a 10-3.

4. Se colocan los tubos en un soporte rotatorio para tubos v se incu-
ba a 37°C durante 72 horas.

A las 48 y 72 horas se hacen lecturasy se anotan los tubos positivos.

> Interpreracion del titulo del virus: Frecuentemente se observard
que hay tubos no afectados (negativos) a una dilucion baja v tubos
atectados (positivos) a una dilucion 10 veces mayor (ver en el Ejemplo
las diluciones 10%° v 10%) A veces esas aparentes cantradicciones se
observan en diluciones que difieren en dos unidades logaritmicas. Esto

~d
(98]
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se observa también cuando se titulan virus o se estudian dosis protecto-
ras de vacunas o sueros sobre animales vivos,

Por eso se considera mds exacto establecer la dosis infectante 0
protectora 50 por ciento, es decir aquella que infectaria o protegeria
el 50 por ciento de las unidades de prueba, tubos de cultivos o animales
¥ se toman en cuenta los resultados obtenidos en todas las diluciones,

Ejemplo:
Diluciones Positivos Negativos
1:10 000 1074,0 6 0
1:100 000 10750 5 1
1:1 600 000 1076,0 1 5
1:10 000 000 1077,0 0 6

Buscamos la dilucién que usando un inéculo de 0.1 ml serd positiva
para el 50 por ciento de los tubos. De la observaciéon de los resultados
surge que estard entre las diluciones 1050 y 1069, Para establ. ~er el
punto exacto, es decir la distancia proporcional entre las dos diluciones.
se usan 2 formulas estadisticas que consideran no soéio los positivos o
negativos a una dilucién dada. sino los positivos acumulativos y los ne-
gativos acumulativos.

Por positivos acumulativos para una dilucién dada se consideran
todos los positivos a esa dilucién o diluciones mayores. Ejemplo: enla
dilucidén 1059 se contardn 6 positivos acumulativos,

Por negativos acumulativos para una dilucién dada se consideran ro-
dos los tubos negativos a esa dilucion o diluciones menores, Ejemplo:
en la dilucién 1070 se consideran 12 negativos acumulativos.

Ejemplo: Diluciones pa/ N/ Pac/ Ngd/ Tore! % pos!!
1674.0 6 1] 12 0 12 160
1075.0 s 1 6 1 7 85.71
1076.0 1 s H 6 7 29
10°7.0 0 6 6] 12 12 0
27 Positivos d

[SEN

Porcentaie de positivos
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Método de Reed y Muench

La formula es asi:

Porcentaje de

positivos acumu- 50
. lativos inmediata-

Logaritmo ne- mente superiores log del
gativg de.la a 50% factor
dilucion inme- — Porcentaje de Porcentaje de de dilu-
diat‘amente Su- positivos acumu- positivos acumu- cién
perior a 50% tivos inmediata- ~ lativos inmediata-

mente superiores mente superiores

a50% a 50%

85.71 — 50 _ s
—_— = _ _ - )
_i0_<8571—1429>X1 50— 0,5 ,

1055 es la dilucion que encierra 1 dosis infectante 50 por cignto (1
DI,) en 0.1 ml de in6culo. Reciprocamente, cada 0.1 ml de virus sin

diluir tendra 1055 Dly,. .

La infectividad de las suspensiones viricas en general se reflgre a
1.0 ml. En este caso 1.0 ml de la suspension virica tendrd 108.s Ul 50
por ciento. Es decir, el titulo de esta suspension virica es 1063 Ul

50 por ciento/ml.

Método de Spearmann Kdrber

La formula es asi:

Logaritmo de la [ Suma de los % de morta-

dilucién mds —!{ lidad en cada dilucién 05 1ogddf fa_?tor
baja utilizada [ 100 de dilucién
v/ N
i 100+ 8571 + 1429 | =—40—15=-55
*&O—}& - 05)x .

1055 es la dilucién que encierra una dosis infectante >0 por ciento
{U1 50 por ciento) por 0,1 ml. Reciprocamente. cada 0.1 ml de virus sin
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diluir tendrd 105.5 Ul 50 por ciento. Cada 1.0 mililitro de virus sin di-
luir tendra 106-5 UI 50 por ciento.

17.3 Tipificacion y subtipificacion

Tipificar una cepa de virus significa establecer a qué tipo serolégico co-
rresponde, ej.: tipo 0, tipo A o tipo C.

Subtipificar una cepa de virus significa establecer a qué subtipo co-
rresponde, ej.: tipo 0 subtipo 0, tipo A subtipo A,,.

Cuando se trata de materiales de campo o de cepas desconocidas,
la tipificacion y subtipificacién se hacen para conocer y clasificar el
virus.

Cuando se trata de semilla de virus de produccion de vacunas se
deben someter continuamente a pruebas de tipificaciéon y frecuente-
mente a pruebas de subtipificacion para detectar ripidamente eventua-
les contaminaciones de la semilla de virus por otro virus, o desvios an-
tigénicos, que se pueden producir por otras causas.

A modo de ejemplo diremos que las contaminaciones de las semillas
de virus se pueden producir por el uso de sueros bovinos contaminados,
errores humanos o fallas mecdnicas de equipo, y en algunos casos el
aire comprimido fue puerta de entrada para virus contaminantes. En
cuanto a los desvios antigénicos pueden deberse a anticuerpos conteni-
dos en el suero o a poca susceptibitidad del sistema celular o a ntimero
muy alto de pases de cultivos de virus.

La tipificacion y subtipificacion se hacen por pruebas de fijacion del
complemento 50 por ciento. El principio de esta reaccidn es el siguiente:

Si se coloca un antigeno frente a un suero hiperinmune especifico
contra ese antigeno (ejemplo: virus A, suero anti A) en presencia de una
cantidad bien calculada de complemento, se producird una reaccién an-
tigeno/anticuerpo con fijacion del complemento.

Si en cambio se coloca un antigeno frente a un suero hiperinmune
no especifico contra ese antigeno (ejemplo: virus A, suero anti 0), en
presencia de una cantidad bien calculada de complemento, no se pro-
ducird reacccion antigeno/anticuerpo y no habra fijacion del comple-
mento (FC), por lo que el complemento quedara libre.

La segunda parte de la reaccidon consiste en el agregado del sistema
hemolitico que detectara si hubo o no reaccion antigeno-anticuerpo. El
sistema hemolitico consiste en gldbulos rojos de carnero sensibilizados
con hemolisina, de forma que si son colocados en un sistema donde
hay complemento libre se producird hemdlisis. v si no hay complemen-
to libre no se producird hemdlisis
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En el ¢jemplo anterior (virus A. suero anti A} 1o hay complemen-
to libre y no habrd hemolisis. Reaccion positiva.

En el segundo caso (virus A, suero anti 0) ¢l complemento no fue
fijado. estd libre. luego habrd hemolisis. Reacidn negativa.

Por lo tanto, el virus o antigeno. el suero hiperinmune y ¢l comple-
mento son los reactivos.

El sistema hemolitico es usado como “‘indicador’” o “revelador’ de
la reaccion.

La prueba de fijacion del complemento 50 por ciento es usada tam-
bién para cuantificar la cantidad de virus contenida en una suspension
virica. Este estudio no tiene interés en trabajos de diagnostico, pero s{
en produccién de virus para vacunas.

La técnica es simple y consiste en diluir la suspension virica en M.V,
en diluciones de base 2 y establecer hasta qué dilucion se conserva el
poder fijador del complemento. Esta técnica. debido a su simplicidad y
rapidez, constituye una herramienta muy util para el productor de va-
cunas. Permite conocer el “‘titulo” fijador de la suspension virica y tam-
bién conocer si se produce alguna pérdida o deterioro durante el proce-
so del virus, tratamiento con cloroformo, clarificacién. inactivacion.
etcétera.

PruEBA DE FIJACION DEL COMPLEMENTO

Materiales

Diluyente: Como diluyente de los diferentes reactivos se utiliza el tam-
pon barbital.

Tampon Barbital: El tampén barbital (TB) es el diluyente de los
reactivos que son utilizados en la prueba de FC y son conservados a
4°C. Los reactivos diluidos en TB no deben congelarse. ya que este dilu-
yente precipita en ese estado.

Formula y preparacion

Solucion Ca-Mg

CaCl. 2H,H 441 ¢
Mg Cl. 6 H,O 2033 ¢
Agua desmineralizada c.s.p. 166.00 m!i
Solucicn TR Sy
Na C} 83.00 ¢
Na Oy Hey N- OL (Dictit Barbituraiod 101G ¢
Solucitn dv Ca-Me 5.00 m!
Acus desminerabizada o v p 2.000.00 m!
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Ajustar el pHa 7.6 con HCL 1Ny conservar a temperatura ambiente.

El tampén barbital para uso se prepara con una parte de la solucion
TB 5x mas cuatro partes del agua desmineralizada.

Suero hiperinmune: Los sueros hiperinmunes son utilizados en las
diluciones que contienen 2.5 unidades fijadoras de complemento 50
por ciento (UFCs,), establecidas por titulacion del suero frente a 2.5
UFCso del antigeno homologo y a 4 unidades hemoliticas de comple-
mento 50 por ciento (UHCg,), con tiempos de incubacién y de hemé-
lisis de 30 minutos a 37°C cada uno.

Antigeno: Los antigenos son las suspensiones monovalentes virulen-
tas destinadas a la produccion de vacunas, sin ninglin tratamiento adi-
cional.

Complemento. El complemento es utilizado en la dilucion que
contiene 4 UHC,,

Sistema hemolitico. El sistema hemolitico es usado con una densi-
dad Optica de 0,66 determinada en el espectrofotometro, banda 545 um.
con una mezcla de 0,8 ml de sistema hemolitico mas 1,2 ml de agua
desmineralizada, preparada en tubos de Kahn de 12 x 75 mm.

Procedimiento

I. Tipificacion: E! antigeno sin diluir es mezclado con 2.5 UFCso
de los sueros hiperinmunes tipo homologo y heterélogo y con 4 UHC,,.
Los diferentes reactivos son utilizados en volamenes 0,2 ml. La prueba
que también incluye controles de todos los reactivos utilizados. es man-
tenida en bafo de agua a 37°C durante 30 minutos. A continuacion se
agregan 0.4 ml de sistema hemolitico en todos los tubos y nuevamente
se incuba durante otros 30 minutos a 37°C. Finalmente sc centrifugan
a 500 g durante 10 minutos vy se leen en el espectrofotémetro, banda
545 um.

2. Titulacion: El antigeno en diluciones base dos. se mezcla con
4 UHCsy y con 2,5 UFCg, del suero hiperinmune subtipo homélogo.
Los reactivos son usados en volumencs de 0.2 ml. La titulacion junta-
mente con los controles de cada reactivo c¢s incubada a 37°C durante 90
minutos. A continuacién se afladen 0.4 ml del sistema hemolitico en
todos los tubos y nuevamente se lleva a bafio de agua a 37°C durante
30 minutos. Finalmente se centrifugan a4 500 ¢ durante 10 minutos. so
leen en el espectrofotdmetro v se determina la dilucion que proporcio-
na el 50 por ciento de FC. Esta dilucion. sin ningtin yjuste representa ol
TFC;, del antigeno.

3. Subtipificacion F1 antigeno on la dilucion que contiene 5.0
UFCx, calculada a partir de la titulacion descerita anteriorment. s moes-
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cla con 2.5 UFCs, de los sueros hiperinmunes subtipos del tipo a que
perteAneCAe el antigeno. Los restantes detalles de la prueba son iguales
a los indicados en Ia tipificacion.

17.4 Determinaciéon de masa antigénica por densidad isopicnica
en cloruro de cesio

1. Clarificar la suspensién virica por centrifugacién durante 30
minutos a 10.000 r.p.m. y 4°C. Tratar 300 ml de ella con TTE al 7
por ciento (v/v) o cloroformo al 3 por ciento (v/v) agitando durante 2
minutos a baja rotacion en una licuadora. Se debe cuidar que la tempe-
ratura se mantenga lo mds baja posible.

2. Decantar la mezcla brevemente y centrifugar el sobrenadante a
10.000 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C.

3. Medir exactamente 250 ml del sobrenadante limpido v colocar-
lo en un tubo de dialisis 20/32 teniendo cuidado de atar ambos extre-
mos con un par de nudos.

4. Colocar la muestra en un beaker de aproximadamente 1.000 ml
y espolvorearlo con 17 g de PEG 20.000 (polietilenglicol 20.000).
Dejar por unas 24 horas en la heladera con agitaciones suaves y perio-
dicas como para mantener las concentraciones externas e internas lo
mds homogéneas posible.

5. Una vez que el volumen haya sido reducido hasta unos 10 ml,
retirar el liquido del tubo de dialisis y dejar en remojo este ultimo en un
buffer 0.2 M KCl: 0.5 M K,HPO, pH 7,50 durante media hora. Expri-
mir ¢l tubo suavemente y agregar 5 ml del mismo buffer en el interior
del tubo. Hacer pasar el liquido de un extremo al otro comprimien-
do la membrana entre el pulgar y el borde del beaker tirando suave-
mente de un extremo del tubo de didlisis. El liquido de lavado se une
al virus concentrado y se completa con buffer hasta 17.5 mi. Centrifu-
gar 30 min. a 16.000 r.p.m.

6. En un tubo de centrifuga “Ultra Clear” (Beckman part. No.
344063) o similar de 25 mm por 76 mm, capacidad 34 m! nominales,
s¢ colocan sucesivamente: 17.5 ml del concentrado viral, 8,0 ml de una
solucion de CsCl densidad 1.38 v 6.0 mi de una solucién de CsCl den-
sidad 1.444. Las soluciones son introducidas en el fondo del tubo por
medio de una jeringa de vidrio de 10 ml de capacidad a la cual se le ha
adaptado una aguja hipodérmica 25 x 10 en cuya extremidad se coloco
un tubo de cateterisme de polietileno (PE 190) y de longitud suficien-
te como para llegar hasta el fondo del tubo de centrifuga.

7. Se centrifuga en un rotor SW 251 (Beckman) aurante 6 horas a
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24.000 r.p.m. y a 10°C de temperatura. Las fracciones se retiran va sea
por succion o por perforacion del fondo del tubo. La banda formada
por el virus se reconoce rapidamente por su color azulado cuando se
hace incidir un haz de luz ¢n forma oblicua (puede utilizarse una lam-
para de microscopio de haz puntiforme) de abajo hacia arriba. Se colec-
tan las fracciones que contienen el virus y se leen los volimenes corres-
pondientes.

8. Se determina la densidad Optica de las fracciones en tres longitu-
des de onda. a saber: 330 nm, 280 nm y 259 nm. La relacion D.O.
259/D.0. 280 nos indicard la relativa pureza del virus. Para determinar
la concentracion virica se utiliza el coeficiente de cxtincion determina-
do por Bachrach

1% —
E 259 nm. Iem=76

Los valores de la dispersion de la luz son corregidos multiplicando la
D.0. a 330 nm por el factor 2,64 y ¢l resultado es restado del valor de
la D.O. obtenida a 259 nm. El valor corregido de la D.O. 259 nm cs
dividido por el coeficiente de extincién y el resultado se eXPresa en gok.
Consecuentemente se multiplica por 10.000 y se obtienen valores de
ug/ml. Alternativamente s puede multiplicar el valor corregido de la
D.O. a 259 nm por ¢l factor 131,6 vy también se expresara el resultado
en ug/mil.

Para conocer la concentracion por litro basta multiplicar este resul-
tado por el volumen de virus colectado del tubo de centrifuga lo cual
nos da la concentracion de virus en la fraccidn de ensayo. Este valor se
multiplica por 4 por cuanto hemos partido de un volumen de¢ 250 ml.

9. La fraccién de virus colectada se dializa contra 300 ml de buffer
0.2 M KCI, 0,05 M K,HPO,. pH 7.50 a 4°C. con agitacién continua.
El bafio de didlisis se cambia tres veces en un periodo de 24 horas. La
muestra puede conservarse a —70°C y sirve para determinar la integri-
dad de Jos polipéptidos por medio de PAGE.

10. Alternativamente si se posee un rotor SW 40 Ti en vez del SW
25.1 se empleardn las siguientes condiciones:

100 ml de suspension virica se tratan con TTE o con cloroformo \
se concentran hasta un volumen de 7 ml cn las mismas condiciones des-
criptas previamente.

CsCI1D=1.386 4ml

CsCID=1444 2 ml

Jeringas siliconizadas de 5 cc do capacidad

Tubos de contrifuga Beckmuan Ulrra Cloarniimn. 3430060 14 % 93 mi,
volumen nominal 14 ml

Velocidad de contrifygacion 26000 rrom
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Tiempo de centrifugacion 4 horas
Temperatura 10°C

INTEGRIDAD DEL POLIPEPTIDO VP,

Ha sido comprobado que la actividad de algunas enzimas proteolibti-
€as como por ejemplo la tripsina ¥ la quimitripsina cliva el polipépti-
do VP, del virus de FA provocando como consecuencia una disminy-
cion en su actividad inmunogénica y una falta de capacidad de infectar
las células. Esto ocurre solamente con algunos tipos y subtipos.

Como un pardmetro adicional a la determinacion de la masa anti-
génica se estudia también la integridad del VP, asumiendo que un poli-
péptido integro tiene mejores condiciones para inducir una respuesta
inmunitaria.

Este andlisis se efectia con el virus purificado el cual es tratado con
una solucién 8 M de urea, 0,1 por ciento de SDS (dodecil sulfato de
sodio) y 0,1 por ciento de 2-mercaptoetanol. El virus se escinde en sus
cinco polipéptidos VP,, VP,, VP,, VP;, VP, los cuales pueden ser sepa-
rados por medio de disc-electroforesis (PAGE) con una concentracion
de acrilamida del 12,5 por ciento, la cual contiene también 8M de urea
y 0.1 por ciento de SDS. En el caso de que la proteina VP, no haya
sido clivada por alguna enzima se presenta como una sola banda al ser
coloreada con Azul Brillante de Coomassie, con la caracteristica de
Ser metacromitica. Si hubiera existido alguna accién enzimitica y como
consecuencia se hubiera clivado apareceran dos nuevos componentes
VPia v VP,b los cuales tendrdn una posicion completamente diferen-
te en el campo electroforético aunque conservardn su metacromasia.

17.5 Control de inocuidad de 1a suspensioén virica

Después que Ia suspension virica fue sometida aj proceso de inactiva-
cion, deben realizarse controles que garanticen que ésta se cumplio
normalmente y que no restan particulas viricas infectantes. Ser{a mads
correcto hablar de control de inactivacion o de no infectividad. No obs
tante. hemos conservado para esta prueba el nombre de Control de Ino-
cuidad. cuyo alcance seria mucho més vasto (ver 18.1.2) por ser ¢l co-
munmente usado en todos los laboratorios de produccién de vacunas.

Sala de control de inocuidad

La sala para realizar estos controles debe estar dentro del area de virus,
pero tiene que ser especialmente protegida. Debe contar con cabina de
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flujo laminar, potencidmetro, elementos de control bacteriolégico,
microscopios y.una estufa con estanterias y es preferible que cuente
también con un equipo roller para 20 o 30 botellas. El personal que tra-
baja en control de inocuidad, no debe trabajar con virus activo y debe
contar con ropa especial.

Materiales

Botellas roller o Roux, con cultivos células BHK,; de 48 horas. Es pre-
ferible que las células hayan sido cultivadas en M.C. con suero tratado
con PEG (ver 12.9.2).

Tapones de neopreno ntim. S 1/2 sin perforar.

Tapones de neopreno nim. 5 1/2 perforados (Figura 53).

Medio de virus M.V. (ver 12.3).

Cabina de flujo laminar.

Pipetas de 10 ml.

Propipetas.

Neopreno

Algodon no absorbente

FIGURA 55
Tapones Num. 5 1/2

Muestras  — Se trabajan 2 muestras de cada partida de virus mono-
valentes,

Muestra ]~ Se toma. enseguida de terminar la i
abertura inferio angue. dejando sa
v aproxumadamente 500 ml de virus inactivado. ‘
Cuando esa mucs g ' s
que el clorotor

ung parte do viris em
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cado v arribe e virus

S Usara pats oprusiu ol virus imy
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Muestra 2~ Esta muestra de 250 ml s¢ toma ¢n ¢l momento ¢n
que ¢l virus es pasado por circuito cerrado al drea lim-
pia.

Cuando ambas muestras de cada tipo de virus han sido probadas. y
se procede a la mezcla trivalente de virus para formular la vacuna. se
tomad una tercera muestra de virus trivalente que se envia a la Unidad
de control de inocuidad.

Procedimiento

1. Se numeran las botellas roller o Roux de ] a 6ysellevan a la
cabina de flujo laminar. Se limpian las botellas con algodén impregna-
do en alcohol.

2. Se¢ elimina ¢l medio de crecimiento y cada botella recibe M.V,
a razdn de 50 ml cada botella Roux y 100 ml cada botella roller. Se
lava suavemente la camada celular y s¢ elimina ¢cI M.V,

3. A cada botclla Roux se adiciona 100 m} de M.V_y a cada botella
rolier 300 ml.

4. A cada una de las botellas Roux 1 a 5 sc adiciona 3.0 ml de virus
de prueba. La botclla 6 queda como testigo.

A cada botella rollera 14 5 se adiciona 10 mi de virus de prucba.
La botella 6 queda como testigo.

Las botellas se tapan con el tapon de neopreno perforado y se llevan
a la estufa a 37°C. Las botellas Roux en estanteria vy las rolier en apa-
rato roller a 8 rev. por hora.

A las 24 horas se observan las botcllas macroscopicamente. s¢ mide
¢l pH que debe ser superiora 7.2,

5. A las 48 horas se obscrvag las botellas macroscopicamente. La
camada cclular debe estar adherida g la parced de la botella. El despren-
dimiento de la camada celular indicara probable presencia de virus acti-
vo. kn caso de duda se hara observacion microscopica cn microscopio
de Optica invertida. EJ pH debe ser superior a 7.2, Si ¢l aspecto de las
botellas no denota la presencia de virus se pasa al segundo pasc.

6. Sc toman nucvamente 6 botellas roller o Roux. Se numera del
Ial 6y se procede a los lavados del cultivo, como descrito en 2 Y ose
pone M.V._ como descrito on 3.

T8¢ agitan endrgicamente lus botellus det Tor puse para lograr dos-
prendimiento celular,

Con pipety eraduady Y propipeta se toman 3.0 ml de medio con co-
fulas de du botella Rous | dol primer pase v se sivmbra lu botells Roux
Pdel T pases 5.0 ml de hotella Roux 2 dod primer Pise v seosiembra
by boteily Roux 2 del 26 Pusolasi sucesivameente.
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Con las botellas roller se hace la misma operacion pero transfirien-
do 10 ml de cada vez. '

Se llevan las botellas a incubar a 37°C como descrito en 4 vy s¢ pro-
cede igual que en el primer pase. A

8. 48 horas después se procede a la siembra del 3er. pase proce-
diendo como se describe en 7. ‘

A las 48 horas los cultivos celulares deben estar intactos. Se hac;
una mezcla de los M.V. de todas las botellas de ca@a lote ¥ se envia
para hacer prueba de FC (ver 17.3) que debe dar negativo.

17.6 Controles de la emulsion
CONTROL DE TIPO DE EMULSION

Desde el momento en que se hace la primera mezcla en el lanqug I,
(Figura 49), la emulsion debe ser del tipo “21g1}a-en-aceltc”~ es decir el
antigeno debe estar dispersado en el seno de la fase olc?sg.

Si se deposita una gota de esta emulsién en un depésito con agua. la
emulsioén quedard en la superficie del agua sin mezclarse. Dependiendo
de la viscosidad de la emulsién, quedard como una gota compacta ©
formara una pelicula, pero siempre en la superficie (ver Figura 56).

FIGURA 56
La gota de emulsion primaria no se conjuga con el agua

g
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Si se agita ¢] conjunto. la gota de emulsion se dividira en multiples
goticulas. pero al dejar sedimentar. las goticulas irdn a la superficie y
el agua quedara Himpida.

En cambio cuando se trata de una emulsién primaria aceite-en-agua.
o de una emulsion doble. agua-en-aceite-cn-agua, la gota de emulsion
se dispersard en el agua presentando un aspecto turbio, lechoso, que no
cambiara dejando la mezcla en posicion estética.

PrUEBA DE CENTRIFUGA

Se toma una muestra de vacuna de 40 ml. se coloca en un tubo de cen-
trifuga de 50 ml y se centrifuga a 3.000 r.p.m. durante 60 minutos.

Si la emulsion es primaria, agua-en-aceite. no debe separar liquido
acuoso en el fondo del tubo y solo sc tolera una pequefia separacion
de liquido oleoso en la superficie, siendo todo ¢l resto una emulsion
uniforme. Cuando la cmulsién csta recién en la etapa de pre-mezcla,
antes de pasar por el cmulsificador, se tolera una separacion de virus
en la parte inferior del tubo vy una mayor scparacion de 6leo en la parte
superior (ver Figura 57).
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Cuando la emulsion es doble, agua-en-aceite-en-agua, el cuadro se
invierte y la emulsion queda en la parte superior, quedando la fase ex-
terna acuosa en la parte inferior (véase Figura 58).

i omst——p Emulsion

Fase externa
limpida

—————

FIGURA 58
Tubo centrifugado
3.000 r.p.m. 60 minutos

CoONDUCTIVIDAD

El agua conduce la corriente eléctrica. El aceite mineral no la conduce.

Cuando la fase externa de la vacuna es oleosa. no conducird la co-
rriente eléctrica. La resistencia serd superior a 10M Ohms (ver Figura
59

Esramivinan
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FIGURA 59
La emulsion primaria no conduce la corriente eléctrica

de las vacunas y consisten en colocar las muestras a 37°C y 56°C. A
37°C toda vacuna de emulsion primaria debe permanecer estable por lo
menos durante 15 dias. A 56°C toda vacuna de emulsion primaria debe
permanecer estable por lo menos 5 dias.

Dependiendo del tipo de emulsificante, la estabilidad puede aumen-
tar mucho. Con Montanide 888 las vacunas permanecerén estables. sin
rotura de emulsidon por espacio de mas de 6 meses a 37°C

18. CONTROLES DE PRODUCTO FINAL

Lps_ §0ntrolcs de producto final (vacuna pronta) deben ser claramente
dwvididos en controles a cargo del productor y controles a cargo del or-

ganismo oficial de control (ver Aspectos Generales. Control de Produc-
to Final. pag. 39).
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18.1 Controles a cargo del productor
PUREZA BACTERIOLOGICA

Los controles seran hechos en los medios de cultivo descritos en 12.12,
incubados a 37°C vy a temperatura ambiente v observados durante 10
dias.

El in6culo no debe ser mayor de 0,5 ml por frasco de 70 ml de me-
dio de cultivo v el frasco debe ser agitado para fraccionar las gotas de la
emulsion y asi aumentar su contacto con el medio de cultivo.

Debido a que la vacuna contiene Merthiolate es importante el uso
de medio de Thiogicollato para neutralizar su efecto.

Los controles de vacuna de emulsion doble enturbiardn el medio de
cultivo haciendo dificil apreciar si hay desarrollo microbiano, por ello
es necesario hacer subcultivos después de 72-96 horas de incubacién.
Siempre que haya duda sobre un cultivo serd aconsejable realizar un
subcultivo. En todos los controles se deben seguir las pautas generales
indicadas (ver 17.1).

CONTROLES DI INOCUIDAD

Los controles de no infectividad ya fueron hechos sobre la suspension
virica (ver 17.5). Si el laboratorio tiene un disefio adecuado, con total
separacion de drecas v personal independiente para cada drea, no serd
necesario repetir estos controles sobre la vacuna final.

Otros aspectos de la inocuidad del producto, como las reacciones
locales producidas por la vacuna en las diferentes especies animales y
por diferentes vias de aplicacion, son de total responsabilidad del pro-
ductor.

L1 Taboratorio productor debe tener conocimiento del manejo de
la vacuna en ¢l campo. tener acceso a establecimientos donde la vacuna
sea aplicada y también donde pucda obtener bovinos susceptibles para

prucha de potencia (ver 18.1).

(‘()NIR()I‘S}JI LG EMULSTON

Pruchas do gota. conductividad. contritfuga v estabilidad ya fueron he-
chas ¢n ¢l momento de formulacion de la vacuna (ver punto 17.6)

v pucden ser repetidas en cualquicr momento.



188 Produccién, control de calidad ¥y uso de yacunas

CONTROL DE DESPACHO Y CADENA DE FRIO

El _buen manejo de la vacuna desde su salida del laboratorio hasta su
aplicacién en el campo es de fundamental importancia para el éxito
final del producto.

El productor debe vigilar el embalaje, medio de transporte y cadena
de frio de la vacuna, desde que sale del laboratorio hasta que llega al
destinatario. Cuando la vacuna va a depositos intermediarios que hacen
la distribuci6n, éstos deben contar con las mismas facilidades, cimaras
1 4°C, congeladores para sachets refrigerantes, cajas térmicas, etc. con
que cuenta el laboratorio productor.

CONTROLES DE INMUNIDAD

Se debe tener presente que tanto el virus de la FA como el sistema celu-
lar usado para su replicacion son elementos muy variables, lo cual su-
mado a la variacion intrinseca de todo proceso bioldgico hace que nun-
ca podamos estar seguros de que dos series de vacunas producidas en
gondiciones aparentemente iguales tengan el mismo comportamiento
inmunolégico. Los controles de proceso, particularmente aquellos que
se refieren a titulo FC (ver 17.3), masa antigénica e integridad de pro-
teinas (ver 17.4) brindan una excelente informacién preliminar, pero
no suficiente por si sola para asegurar el buen comportamiento inmuno-
génico de la vacuna.

El productor debe probar todas las partidas de vacunas frente a to-
das sus valencias y Hevar un registro cuidadoso de los resultados para
observar las variaciones. Dificilmente se observara una gran variacion
de una partida para Ia siguiente, pero si pueden observarse tendencias de
cambio que deben ser rapidamente controladas.

Para el productor es importante usar técnicas de contro] que permi-
tan cuantificar la capacidad inmunogénica de sus vacunas, y por otra
parte que esas técnicas sean suficientemente simples y econémicas para
que puedan ser usadas siempre.

Las pruebas para evaluar la capacidad inmunogénics de las vacunas
producidas. pueden ser realizadas sobre la especie o ;. ¢species a las
cuales fa vacuna se destina. bovinos, porcinos. ovinos. cie, O sobre otras
e_speciss (ci.: cobayos) con las cuales habrd que establecer la correlacién
de las respuestas,

P

OT Ofra parte Ias pruchas on cualquicr especie tales como: bovinos.
cerdas cabavao uveden ser disediay por descarga de virus de des

sones candirectas por cvaluacion de dntiuernos
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Las pruebas que evalian anticuerpos permiten acompafar el esta-
blecimiento, duracién y decaimiento de ia inmunidad en un mismo ani-
mal, en general de la especie destinataria de la vacuna.

Las pruebas de descarga de virus dan informacion solamente sobre
el estado inmunitario del animal en el momento del desafio v frente a
una valencia sola.

Para el productor es de gran importancia conocer la evolucién de
la inmunidad en los animales vacunados. Desde ese punto de vista las
técnicas indirectas de anticuerpos son las mas indicadas,

Las pruebas en las que se hacen diluciones de la vacuna permitirdn
conocer la potencia final del producto. Son hechas en general por mé-
todos directos. Dosis protectora 50 por ciento en bovinos, en cerdos o
en cobayos.

Puede también hacerse diluciones de vacunas y evaluarse la inmuni-
dad por medicién de anticuerpos. Muchos trabajos experimentales con
esta técnica han sido hechos en el CPFA en bovinos. y han brindado
una excelente informacion. Cuando se hacen diluciones de vacunas
tiene gran importancia el diluyente que se use. Si el adyuvante es iner-
te, como la solucion salina tamponada, la caida de la inmunidad es muy
rapida con las diluciones, en cambio cuando se usa diluyente con adyu-
vante (diluyente activo) la caida es muy lenta.

En las vacunas oleosas de emulsidn primaria no es posible usar dilu-
yente inerte por no ser miscibles. Solo se puede usar diluyente activo.
En términos practicos cuando se usa diluyente inerte, el rango de dilu-
ciones es: 1/1, 1/3, 1/9 y como médximo 1/27. Cuando se usa diluyente
activo el rango serd 1/1, 1/4, 1/16, 1/64 y como maximo 1/256.

En las condiciones sudamericanas, consideramos que las técnicas
mas aconsejables para el productor son la determinacion de dosis pro-
tectoras 50 por ciento en cobayos, ¢l indice de seroproteccion ISP de
Cunha, et al (ver 18.1. y Anexo 3) y también el indice de seroneutra-
lizacién en tubos.

Dosis protectora 50% en cobavos para vacunas de emulsion primaria
Materiales

— Cobayos con mds de tres meses de edad. patas despigmentadas y
peso 550 g+ S0 g.

— Cepas de virus de descarga adaptadas a cobayo con no mds de =
pases en esta especie.

— Diluyente — Emulsién de M.V, (ver 12.3) emulsificado en la face
oleosa como si fuera vacuna (diluyente activo).

— Jeringas para vacunacién s descarga de virus
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— Elementos de desinteccion e incineracion para materiales infec-
Ci0s0s.

Procedimiento

1. Se preparan diluciones de la vacuna a 1/4. 1/16. 1/64 y 1/256
en diluyente activo.

2. Vacunacion: Se vacuna 6 cobayos por dilucién y por valencia de-
jando 6 cobayos sin vacunar, como testigos, por cada valencia. La dosis
es 1/20 del volumen de la dosis bovina. En las pruebas de rutina, pue-
de no ser necesario usar 5 diluciones, sino un namero menor. En las
pruebas de rutina del CPFA donde vya se conoce el comportamiento
medio de las vacunas se usan las diluciones: 1/4, 1/16 y 1/64.

3. Comprobacion: Los 30 cobayos vacunados para cada valencia si
se utilizaron 5 diluciones y los 6 testigos seran inoculados 30 dias des-
pués de la vacunacién con las cepas de virus utilizados en la elaboracion
de la vacuna. Los virus de comprobacién estaran adaptados a cobayos.
Cada animal serd inoculado en una pata por via intradermoplantar con
0,1 ml de una suspensién que contenga 104:¢ DG, /ml.

4. Lectura: A los tres y cinco dias después de la inoculacion se ob-
servardn las lesiones podales.

5. Interpretacion: Las DPC,, seran calculadas por el método Spear-
mann-Kirber o Reed y Muench a partir de los resuitados de proteccion
a la generalizacion podal. Se consideraran cobayos protegidos aquellos
que no presenten lesiones podales en las patas no inoculadas. Para que
la prueba tenga valor es necesario que haya presentado una pendiente
normal.

6. Ejemplo: Se prueba una vacuna que dé el siguiente resultado:

Acumulativos

Log Cobayos | Prote- | No pro- | Prote- | No pro- % pro-

Dilucion | Dilucion inoc. gidos tegidos gidos tegidos Total | reccioi
11 0 6 6 0 23 0 23 100
1.4 -0.6 6 6 0 17 0 17 100
1716 -1,2 6 6 0 11 0 11 100

164 -1.8 6 4 2 3 2 7

1-23¢ - 2.6 6 i N 1 - 8 -

—
O
—
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Cdlculo por el Método Spearmann-Kéarber (ver punto 17.2)

100+ 71,4+ 12
_ ’)w 2 2
1 DPs, C—1,2 ; 100

]

|

r - | .
~1.2-1(1,839 - 0.5) X0.6]=-1,2-10,803 = - 2,03

j
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La dilucién 10-2:93 tiene el DP;,C por volumen de 0,25 ml
1 dosis de 0.25 ml de vacuna pura tendra 102:93 DP,,C= 107 DP,,C

Cdlculo por el método de Reed and Muench (ver punto 17.2)

71,40 —- 50 _ _
—1,8 — (7—1’40_“—12,5X0,6——1,8— 0,217=2,017

—-1,8-0.217=-2017

La dilucion 10-29'7 tiene | DP;,C por volumen de 0,25 ml — 1 dosis
cobayos de 0,25 ml tiene 102:917 DP,C = 104 DP,,C
Como se ve hay una diferencia muy pequefia entre los dos métodos.

Dosis protectora 50% con vacunas de doble emulsion

La vacuna de doble emulsién, debido a que su fase externa es acuosa,
puede ser diluida en diluyente inerte. La prueba DP¢% de vacuna de
emulsidon doble en cerdos es descrita en el Manual de Procedimientos
para el Control de Vacuna Antiaftosa, CPFA, nam. 2.

Indice de seroproteccion

En esta prueba se estudian los anticuerpos contenidos en sueros de bo-
vinos cuyo estado inmunitario se desea conocer. El estudio se hace
sobre ratones lactantes, estableciendo la diferencia de titulo de una mis
ma suspension virica titulada sobre ratones protegidos con el suero en
estudio y ratones normales, Es una prueba de tipo suero fijo v virus va-
riable.

El {ndice de seroproteccion es muy usado v muy convenienis para
¢l productor de vacunas. debido a las siguientes causas:

a) Es una prueba que se hace <obre 1a especie desrinatar

cuna y los animales son mantonidos en su habitat natural sin sor some
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tidos a stress alguno. Deben ser bovinos nunca vacunados ni en contacto
con la enfermedad.

b) Permite acompafiar la evolucion de la inmunidad.

g) Cada animal dara informacién sobre su respuesta a todas las va-
lencias de la vacuna.

d) Los valores ISP ya han sido correlacionados con los valores de
proteccion frente a la generalizacion podal.

e) Puede usarse vacunas diluidas para observar la potencia final de
la vacuna. En este caso los valores de las diluciones no estan totalmente
correlacionadas con la proteccion a la generalizacién podal, pero dan
una gxcelente informacién al productor para comparar la potencia de
sus diferentes partidas de produccion.

Todos los detalles de técnica e interpretacion estin en el Anexo 3.

TiTULO DE SERONEUTRALIZACION EN CULTIVOS CELULARES

Es. una técnica muy valiosa para el productor y posee muchas de las ven-
tajas del ISP, aunque sus valores, si bien han sido correlacionados con la
proteccic’m a la generalizacion podal no han sido estudiados tan exhaus-
fivamente.

El titulo neutralizante de un suero es la reciproca de la dilucién,
expresada en log de base 10, que protege 50 por ciento de los tubos de
cultivos celulares BHK frente a 1020 DI, C.T. de virus. Es una prueba
de virus fijo/suero variable.

Materiales

Tubos de cultivos celulares de 48 horas.

Virus — Virus de origen bovino con pocos pases en BHK conser-
vados a —70°C.

Muestras de suero bovino a ser estudiadas. Inactivados y conserva-
dosa —20°C. )

M.V. (ver 12.3).

Gradilla para tubos de cultivos celulares y tubos de dilucion.

Tubos de dilucién y pipetas de 1,0, 5,0 y 10 ml. Propipetas.

Jeringa automadtica de 2,0 y 5.0 ml.

Bomba de vacio con depésito intermedio y cdnula 14 x 47",

Procedimientos

Suerosl - Se preparan diluciones de suero en M.M. (ver 12.3)al 1°2.
1/4.1716.1/64.1/236.

g
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Virus — Se prepara una solucion de virus en M.M. que contenga
1030 Dl c.c.

Mezcla suero-virus  — A 1.0 ml de cada dilucidn de suero se agrega
1.0 ml de dilucién de virus y se mezclaa 37°C por 1 hora. y a continua-
cién se colocan por 30 minutos a 4°C.

Inoculacion de los tubos — Se sustituye el M.C. de los tubos por
M.V. y se adiciona 0.2 ml de la mezcla suero-virus, usindose 6 tubos
para cada dilucibn.

Controles — En cada prueba de seroneutralizacion se deben hacer
controles de células sin inocular y de la dilucidén de virus usada. Ademads
se debe incluir una prueba hecha con suero normal sin anticuerpos y
otro con un suero de titulo conocido, como controles de prueba. El
titulo del virus se establece en la forma descrita en 17.2.

Lecturas — La lectura de los tubos se hace a las 48 y 72 horas des-
pués de la inoculacion. Se consideran tubos positivos aquellos que no
presentan efectos citopdtico. La prueba serd vélida si los controles de
la células. suero y virus tuvieron comportamiento normal.

Cdlculo del resultado — Considerandose como positivos los tubos no
atacados y como negativos aquellos que muestran efecto citopdtico, se
calcula el titulo de proteccion por los métodos de Reed & Muench o
Spermann Kirber, como fue descrito en 18.1.5.1.

18.2 Controles a cargo del Instituto Oficial de Control

Los organismos oficiales de control deben hacer pruebas sobre las va-
cunas producidas antes de otorgar la autorizacion de distribucion y
venta. Su principal cometido es garantizar al usuario y a la pecuaria
nacional que el producto es inocuo y eficiente.

Es natural que en los Laboratorios de Produccion trabajen sélo con
el producto pronto en su envase final. Las muestras de cada partida de-
ben ser tomadas en forma aleatoria.

Los controles de aprobacion establecen un umbral minimo de apro-
bacion por encima del cual las vacunas serdn aprobadas y por debajo del
cual seran rechazadas. En algunos reglamentos se preve la posibilidad
de repeticion de la prueba. en cuyo caso el valor final serd ¢! prome-
dio de los valores obtenidos.

Los controles de vacunas ticnen un interés diferente para el Labor-
torio Oficial de Control y para el productor. Para ¢l primero. es un
umbral que se supera o no se supera. Si se supera ¢l producto cs aproba-
do. si no el productor es reprobado. Para el productor. la prucha de
vacuna es un indicador de la marcha de su produccion. que Io indicard
sobre la regularidad. progreso o retroceso on la calidad del producto.
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Para el productor es de importancia el uso de método de medicion
de potencia de vacuna. que permita cuantificar el potencial inmuno-
génico de sus productos. Para el Organismo Oficial, basta una prueba de
eficacia. El producto pasa o no pasa.

Los métodos de control pueden ser los mismos o diferentes. Cada
pais tiene un reglamento. Como ejemplo mencionamos el Manual de
Procedimientos para el Control de Vacunas Antiaftosa niim. 2 publica-
dopor el CPFA y las Pautas de Orientacidn, propuestas en el IV Semj-
nario Internacional de Control de Calidad de la Vacuna Antiaftosa con
Adyuvante Oleoso, realizado en Asuncion, Paraguay del 26/I1X a 7/X/
1983 (Anexo 5) y directivas para control oficial de vacunas contra
Fiebre aftosa con adyuvante oleoso y convencionales de mayor dura-
cion de inmunidad, que rigen en Brasil desde el 16 de diciembre de
1983 (Anexo 6).

Anexos



ANEXO 1. INFECCION DE CULTIVOS CELULARES
BHK CON MYCOPLASMA

Los Mycoplasmatales han sido asignados recientemente a una nueva cla-
se taxondmica: Mollicutas que difieren fundamentalmente de las bac-
terias y de las bacterias en la forma L. Esto ha sido confirmado por el
uso de la técnica de homologia del dcido nucleico. No se ha encontrado
homologia entre los Mycoplasmas y las bacterias.

Clase: Mollicutas.
Orden: Mycoplasmatales.
Género:  Mycoplasma.

Dentro de los Mycoplasmas existen numerosas especies.

Los micoplasmas se encuentran frecuentemente como contaminan-
tes de los cultivos celulares.

La infeccién puede ser inaparente o causar severos cambios citopé-
ticos que interfieren seriamente en los cultivos celulares. Esto ha ocu-
rrido en nuestros laboratorios por largo tiempo hasta que determinada
la principal causa de interferencia se pudieron adoptar las medidas para
suprimirla, las que hasta el presente han resultado exitosas.

La fuente primaria de la contaminacién en la mayoria de los casos
es el tracto respiratorio superior del hombre, ya que los micoplasmas
son habitantes de Ya orofaringe del hombre.

La mas amplia diseminacién de las contaminaciones de los cultivos
celulares ocurre como resultado de aerosoles va sea provocados por el
hombre y también durante el procesamiento de cultivos celulares con-
taminados. .

El mds comtn contaminante es My coplasma hominis. habitante del
tracto genital. pero también de la orofaringe del hombre. Otro conta-
minante comun es Mycoplasma orale habitante comin de 1z orofaringe.

LOS micoplasnias son mas resistentes que mucndas bactenas a los
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antibidticos y cuando son introducidos por accidente en una linea ce-
lular ellos persisten en los diferentes pasajes.

También se ha aislado M. hiyorhinis de cultivos celulares. una espe-
cie que afecta al cerdo.

Hayflick explica su presencia en cultivos celulares por el uso de la
tripsina que se obtiene normalmente de pancreas de cerdo.

También se han aislado My coplasma pulmonis, M. fermentarans,
M. salivarium, etc. Se ha demostrado que una gran proporcion de cul-
tivos celulares de mamiferos se encontraban contaminados con PPLO.

Barile mostro que 72 por ciento de las 1{neas celulares contaminadas
con antibidticos en el medio estaban contaminados comparados con
solamente 7 por ciento contaminados en medio libre de antibidticos.

Segin Adler las constituyentes de los medios de T.C. pueden afec-
tar la capacidad de los micoplasmas de inducir efecto citopatico y en
ausencia de nutrientes determinar que estos microorganismos desarro-
llen intracelularmente.

Algunas caracteristicas de cultivos celulares infectados con PPLO:

Muchas cepas de Mycoplasmas parasitan las células. sin alterar la
morfologia colonial. ni la multiplicacién manteniéndose en equilibrio:
en cambio otras cepas ejercen accién citopatogénica ¢ interfieren signi-
ficativamente en la multiplicacién celular.

Aparicién de células multinucleadas, células epitchiales. células re-
dondeadas en el cultivo en monocapas y celulas de forma de huso largo
desarrollando la monocapa en forma anarquica, desordenada y frecuen-
temente tienen dificultad en adherirse retrasando la formacion de Ia
monocamada “pattern’’,

En las células suspendidas ocurre aparicion de células gigantes,
isregularidad en la membrana, pérdida de refringencia y aparicion de
granulosidad en el citoplasma.

Irregularidad en el desarrolio y degeneracion de las células obte-
ni¢ndose contajes muy variables en los diferentes pasajes especialmente
en cultivos con periedos de incubacion més largos: las células degeneran
v se desprenden en el centro de las colonias v dejan anillos de células
viables.

Con cultivos cortos y cambios de medios frecuentes se logra evitar
la interferencia.

Los cambios citopatogénicos del PPLO pueden demorarse cambian-
do el medio cada dia.

Sc ha informado que los micoplasmas pueden inducir anormalidades
cromosOmicas en células infectadas. degradacion del DNA de las colulas
hudéspedes y transformaciones morfolbdgicas.

En ios cultvos en células suspendidas al enfriarse DuareCe OCUTTID Und
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mortandad celular que podria estar asociada con la infeccién con mi-
coplasma v con la acidez del medio. ‘ N

Coloreadas con azul tripan se observan c¢lulas muertas intensa-
mente tefiidas de azul profundo casi negro. aspecto denso en el centro
con periferia mds clara. Se diferencian notovamente_del E.CP. detler~
minado por el virus. que se caracteriza por células tefiidas de un color
azul muy pélido con tonalidad violacea. ' 5 )

El empleo de antibiotico frecuentemente no suprime la accion de
PPLO ya que existe una gran variedad de cepas que se comportan con
variable susceptibilidad frente a diferentes antlblotx?os. _

La técnica aséptica rigurosa es la mejor garantia para evitar la con-
taminacién primaria y la contaminacion cruzaday el menor uso posible
de antibiéticos o su eliminacion total cuando 1a§ condmongs del -1ab0—
ratorio lo permiten ya que en esa forma es posible descubrir su inter-
ferencia rapidamente.

Medios de cultivo utilizados en el aislamiento de Mycoplasmas

Agar para My coplasma
(Medio de Chanock)

Agar PPLODifco . ... ... ... .. o Z partes
Suero de caballo no inactivado . .. .............. 2 partes
Extracto de levadura al 25 porciento ... ....... .. 1 parte
Caldo para My coplasma i )
Caldo PPLODifco ... oo oo 7 partes
Suero de caballonoinactivado .............. ... 2 partes
Extracto de levaduraal 25 porciento . . .......... 1 parte

El extracto de levadura se prepara calentando en agua destilada le-
vadura de hornear seca y activa hasta la ebullml'on. N

Se filtra a través de dos capas de papel de filtro, se centrifuga y ajus-
ta el pH a 8.0 con NaOH. '

Esterilizar por filtracidn con Seitz. o )

El extracto puede mezclarse con el suero de caballo vy almacenarse

a--20°C.
Procedimiento para preparar el Agar PPLO y caldo PPLO

a) Fundir el agar en agua hirviendo.
b) Descongelar Ia mezcla extracto deﬁle\'adura v Suero. el weres
¢y Enfriar el agar hasta cerca de 45°C y agregar la mezcla sue

fevadura
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d) Verter la mezcla en Cajas de Petri y dejar endurecer.
e) Agregar con pipeta estéril la mezcla suero-levadura al caldo PPLO.

Medio Semi-solido

Al caldo PPLO puede agregarse 0.1 por ciento de agar para convertir-
lo en medio semi-sélide con lo que se logra una mds larga viabilidad de
fos Mycoplasma pudiéndose hacer las transferencias entre 7 y 14 dias
en lugarde 3 a5 diascomo en los medios liquidos. También permite de-
tectar un pequefio numero de microorganismos presentes en el indculo,

El medio de Hers, que da excelentes resultados tiene la composi-
cidn siguiente:

Agar PPLO Difco mds 10 por ciento de extracto de levadura y 20
por ciento de suero de equino.

El extracto de levadura se prepara calentando 1 kg de levadura de
hornear en 1 litro de agua destilada, calentando a 80°C durante 30 mi-
nutos y pH 4.5. Después se centrifuga y ajusta el pH a 7.8. El sobrena-
dante se esteriliza por filtracion.

Nota: Con este medio se aumenta el numero de aislamiento en forma
significativa y es mucho mayor ¢l nimero de colonias/ml y sc
acelera la aparicion de las colonias pudiendo observarse en 48
a 72 horas. Ademds es un método que suministra mejores resul-
tados que los medios convencionales con extracto de levadura
y los basados en la produccién de enzimas que desdoblan la

timidina y la arginina que varian grandemente con las cepas
de PPLO.

Preparacion del suero de porcino

Dejar coagular, desprender codgulo, centrifugar y esterilizar por Seitz.
Repartir en botellas y congelar. Puede guardarse durante meses

AGAR PPLO (DIFCO) ENRIQUECIDO CON 1% BACTO-
FRACCION DE SUERO-PPLO

PPLO (Difco):
1) Reconstituir el medio de agar como se indica en la etiqueta co-
mercial.
2) Autoclavar 15 minutos a 15 libras de presion.
2) Enfriar a 45°C en bafic maria.

Produccion, control de calidad Vv uso de vacunas
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i accion de suero PPLO (Difco).
Agregar | por ciento de fraccion oP ’
* Aireiar ;cetato de tallium 1:2.000. Penicilina l‘O'OO u/ml.
3) Verter en placas aproximadamente 15 ml de medio.

° E CERDO
AGAR PPLO (DIFCO) ENRIQUECIDO CON 10% DE SUERO DE C

1) Disolver el medio, esterilizar y dejar enfriar a 45 por ciento de
0.
Suer2) Agregar 10 por ciento de suero de cerdo.
3) Agregar acetato de talligm_l :2.000
4) Agregar 1000 u. de penicilina/ml.

ter en placas de Petri. o o
a \a/sert;':o dg tallium para medio liquido se usa 1:1000 (1 gramo

por 1.000 mi de medio. se agrega antes de esterilizar en el autoclave).
1edi 2,000,
dio de agar PPLO se emplea 1.2. ) o \ ]
r;?rtaar-neElnoel 1al§oratorio de Fabricant (Universidad dc Corqell) ig p;z—
ne para una solucion stock de 1:100 de acetato de tallvlu(rin Augto_
mos de acetato de tallium mds 900 ml de agua destx}l{a la. wto
clavar. Agregar 10 por ciento de esta solucién stock al m ,
. .- . 1).
diatamente después del contro ‘ ]
1Sg]%ay inconveniente en agregar el acetato de tallium y auto
el medio Difco.
(élimslgragrega después poner | gramo en 10 ml de agua etnc:nt]utbuobg
i 10 ml de agua en oftr
~tiquetar. Poner 0.5 gramos en %
zt;q;%tar. Autoclavar. Usar los 10 ml de solucion en ambos

0s. ) e
Tenfzisen cuenta que el agar debe estar a 45°C cuando se viert

las placas:

los medios usando

10% suero de cerdo  + V.F.
10% suero de bovino + V.F.
10% suero de cerdo  + ]811;00

% suero de bovino + Ditco. A . A .
11(0)0;: ?racci()n de suero de equino Difco «: g}egmgl}&g
259 liquido ascitico Difco * M;d;g-Djfcoi
15-30% suero equino A
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Procedimiento para inoculacion

No hay un mé ;
: 1 . .
v exist}D uxlangitaondo ldegl gara aislamiento de PPLO de cultivos celular
P l= vane a de med» . . es
del indeulo y tensic ,medios, tiempos de incubacién, volume
0 ¥ tension atmosférica. Se puede decir que no exis’teomrmn
' un me-

dio capaz d iti

e permitir el aislamie i i
. n i
o d to primario de todas las especies de

Inocuro

Se ino

o pcl:ézndzrzlas pglc;as gotas de §uspensic’)n celular sobre la superficie
men de inéculog: vafi;?bly S(f ec)i( fencen con varilla de vidrio. El volu-

i e desde gotas de 0.001 I

caaigiac? hasta 0.1 mly en medio liquido hasta 1 rl:ll de suspension en
be o] defaffgﬁode%“ estar muy himedas ya que la deshidratacion inhi-
tubo de Griffitl‘l y rllllxejg? seeS ulzﬂ proceder a desintegrar lus células en un
agar PPLO, mbrar los restos ceiulares sobre la placa de

La presenci
a de restos celu 2 ,
colonias, lares y células hace mas dificil ver las

Incusacion

Sella i
hﬁmgrdfss gligz;s co; cmnta engomada o scotch para que se mantenga
poms de’aou ocarlas en unajarra en la que se coloca una pequefia c%mxf
pac d agua o papel de filtro embebido en agua. Empleamo I
: a jarra de Mcintosh-Fildes. Incubar a 37°C 6 : puode
o . La atmoésfera puede
: ;gigg:ggn anae;ébica {usada por algunos bacteridlogos)
_ 1on con 5 por ciento de CO, y 95 i N
— mcubamon con 5-10 por ciento de &é 7> porciento de K
— incubacién aerdbica ’
Hemos . .
mos empleado la incubacién con CO; y aerdbica dentro de la

jarra o con placas selladas, I ; i
e - La humedad y el CO, tienen efecto estimu-

Tiempo de incubacién

e
Varia co edios culti
‘Ul‘h“;ong ]OS}deIO]S de cultivo empleados. Con el medic de Hers v
O S oen acas ime Ane -~ 5 : S ¢ e
piacas ahmentados con células vivas el desarrolk; ap.ar""
. [ §
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en 4% 72 horas. en cambio con otros medios es necesario incubar du-
rante 3-10-14 dias haciendo observaciones periodicas a partir del 5
o 6° dia. Lu incubacién puede prolongarse varias semanas.

Subcultivos

£n los medios liquidos los subculiivos s¢ realizan cntre el 3° y 5°
dias. En los medios liquidos los micopiasmas quedan viables solo por
tado, en cambio en medios semisolidos permanecen

un periodo limi
7-14 dias cuando desa-

vivos mayor tiempo pudiendo repicarse cada
rrollan en medio semisolido conteniendo 0.1 por ciento de agar.

Subcultivos de colonias en medio dec agar PPLO
Observadas v localizadas las colonias tipicas éstas pueden ser ‘‘pesca-

das” para transferirlas a un medio liquido o sdlido.

Se enfoca con la lupa de diseccién o en ¢l microscopio v con bis-
tur{ estéril, se extrae ¢! trozo de agar que porta la colonia incluida vy s¢
vierte en un medio de caldo PPLO o deposita sobre la superficie del
agar PPLO extendiéndola conuna varilla de vidrio estéril.

También pucde picarse fa colonia con una pipeta Pasteur finamente
afilada y luego se pipetea repetidamente en el caldo para desintegrarla y
dispersar los microorganismos. tratando que se liberen del agar.

Esquema de test para vacunas a virus vivo segin Edward

Prueba en medio sélido
Verter 10 ml de medio en 20 placas de Petri. Secar a 37°C. Inocular
0.1 m! de la muestra en cada una de 20 placas

. |
i t

10 placas incubadas acrObica- 10 placas incubadas asrobica-
mente en 5% CO, en nitrégeno

mente a 37°C

Examinar despudés del 79, 147y 197 dias de mneubacion

tivarlas beje similares condiciones. Todos

Colonias dudosas subcul
Adicamente

minarse desde oi 77 dia pen

los cultivos deben ox
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Prueba en medio semisolido
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Inocular 1 ml de a muestra en cada uno de 4 tubos conteniendo cada

uno 10 ml de medio PPLO

2 sellados incubados aerdbica-
mente

subcultivar en 3-5 d{as 0,25 ml
inoculados en 4 placas de medio
solido (2 placas por cada tubo de
medio semis6lido)

Incubar aerébicamente y exami-
nar después de 14 dias

2 con tap6n de algodén incuba-
dos anaerdbicamente (5% CO, en
nitrégeno)

l

Subcultivar en 3-5 dfas 0,25 m]
inoculados en 4 placas de medio
solido (2 placas por cada tubo de
medio semisolido)

Incubar anaerébicamente y exa-
minar después de 14 dias

Observacién de colonias — Caracteristicas

La observacion se realiza con lu

pa de diseccién o con microscopio es-

tereoscopico con un aumento de 50 a 150. Con microscopios de mayor
a};mentos Y con menor profundidad de foco las colonias son menos fi-
cumente reconocibles y lo que se gana en aumento se pierde en la apa-

riencia total de la colonia.

. Es nece§ario no confundir las colonias con restos celulares o agrupa-
cmnes-de c€lulas o con formaciones que aparecen en el medio haciendo
pequenas prominencias o promontorios que resultan del suero no inacti-
vado o del agar. Estas pseudocolonias pueden diferenciarse fdcilmente
cuando se tiene experiencia en PPLO pero al comienzo pueden inducir

a €171o0T°1.

Las golonias desarrollan ligeramente por debajo de la superficie del
agar y tienen forma esférica v muchas veces bordes bien definidos y
aparecen como pequefifsimos planetas. Otras veces desarrollan perifé-
ricamente del nacleo central hacia la superficie dando la apariencia de
un huevo frito. Pueden presentar apariencia granulosa o también muy

lisa,

| I’Algunas de las cepas aisladas presentaban un tipico mamelén en
T

(ej nuc]e_o central. Una vez coloreada con el método de Dienes o el azul

¢ metileno puede observarse al microscopio comiin con el menor au-

mento y entonces se ohserva un nu

central teflido en azul profundo.
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granuloso y con hebras irregulares y una periferia muy tenue granulosa
y tefiido pdlidamente en azul. A veces la observacion muestra una co-
lonia muy delicada y dificil de enfocar. En cambio en el microscopio
estereoscopico las colonias son muy caracteristicas.

Tocadas con el asa no se extraen facilmente ya que se encuentran
en gran parte incluidas en el agar.

Es muy importante lograr la luz adecuada con limparas de luz
puntiforme de buena intensidad.

Cepas aisladas

Hemos aislado micoplasmas de diferentes Iineas celulares BHK en sus-
pensién y en monocapas. Se han aislado en cepas procedentes de Sao
Paulo, Brasil y de Inglaterra mantenidas en Uruguay.

Los aislamientos han permitido observar dos cepas de micoplasmas
que presentan caracteres coloniales marcadamente diferentes y que pro-

cedian de lineas de células de diferente procedencia.

Una de las cepas de PPLO muestra colonias perfectamente esféri-
cas, contornos muy regulares y dando colonias lisas y colonias granu-
losas. Se asemejan a pequefios planetas. Observadas al microscopio
comun con pequefio aumento y tefiidas presentan forma esférica y es
posible observar detalladamente su estructura con centro mas denso y
granuloso y con ligero reticulo y periferia mas hialina delicada. Bordes
bien definidos.

Estas colonias se asemejan a las descritas para Mycoplasmas homi-
nis. La otra cepa que muestra diferencias presenta colonias de mayores
dimensiones y mas facilmente observadas.

No mantienen tan perfectamente la esfericidad aunque muchas
presentan la forma esférica. En su centro muestran un mamelén o pro-
montorio muy nitidamente reconocible. Al microscopio comiin obser-
vado con el menor aumento tefiido o sin tincidn se presentan con la
forma tipica del huevo frito, apariencia granulosa en la zona central y
méas homogénea y delicada periféricamente.

Las cepas aisladas en los cultivos celulares mostraron una marcada
resistencia a los antibidticos habiéndose empleado especialmente tilo-
sina en concentraciones desde 25 u hasta 100 u kanamicina. oxitetra-
ciclina, etc. sin obtener éxito en lograr su inhibicidn.
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Método de Dienes (1939) para coloracion de colonias de PPLO

Colorante: Azul de metileno 2.5 gramos
Azure 1,25 7
Maltosa 10 v
Carbonato de sodio 0.25 ~
Agua destilada 100 ml

Colocar el colorante sobre cubre-cbjeto libre de grasa, tratado con
alcohol. Dejar evaporar al aire.

Cortar un bloque de medio conteniendo colonias de PPLO, con bis-
turi estéril y depositar sobre porta-objeto limpio desengrasado.

Depositar el cubre-objeto cuidadosamente sobre el bloque de me-
dio, de manera que la cara conteniendo el colorante se adhiera al medio.
Evitar frotar.

[ ] Bloque de agar con las colonias
T ] -

Cubre-objeto con

— colorante deshidratado
L |

Sellar con parafina para evitar la evaporacidn y examinar a menor
aumento. Las colonias de PPLO aparecen bien definidas con centro
azul profundo y periferia azul suave granulosa, las colonias bacterianas
también toman el colorante pero se decoloran dentro de 30 minutos.

El criterio para identificacion de colonias de PPLO.

1) tipica morfologia de las colonias (muy pequefias)

2) requerimientos muy exactos de proteina sérica

3) imposibilidad de extraer las colonias con el asa

4) coloracion de Dienes intensa y persistente.
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MYCOPLASMA
Medios para el cultivo de mycoplasma o PPLO *

BACTO ~ PPLO AGAR

Infusion de

Bacto — Carne y Corazén para Infusiones 30 @rs
Bacto - Peptona 10 grs
Cloruro de Sodio S gars.
Bacto — Agar 14 grs.

El Bacto — PPLO Agar se recomienda como un medio base para ser en-
riquecido con el Bactoe — PPLO Serum Fraction (Fraccion del Suer
para PPLO). Liquido Ascitice, sueros y otros enriquecedores satisfac-
rorios para el cultivo y mantenimiento de los PPLO o Mycoplasmas.
segin ha sido descrito por Morton, Smith v Leberman.’ Estos autore
hallaron gue la Bacto — Peptona. la Bacto Tryptosa v ¢! Bacie — Ex-
tracto de Levadura eran peptonas satisfactorias para emplear en un
medio para el cultivo de estos microorganismos. La Bacto — Peptona.
en la presencia de una infusion de Bacte - Beef Heart for Infusions
(Carne y Corazon para Infusiones), dic meijores resultados. El Bacto
PPLO Agar reproduce la formulacién recomendada por estos autores.
E! Bacto -~ PPLO Agar. enriquecido con Bacle - Ascitic Fluid
(Liquido Ascitico} o con Bacto - PPLO Serum Fraction, permitira
el desarrollo de colonias de PPLO visibles al microscopio. despugs de
48 horas o mds de incubacion aerdbicamente. anacribicamente o en
una atmosfera de dioxido de carbone al 3 por ciento a 37°C. Después
de Ja incubacion de las placas invertidas. las mismas son examinadas
bajo el microscopio con poco aumento. enfocando toda su superficie,
para detectar la presencia de colonias 3L1Lxr1ma;»:s sobre el medic. Los
cultivos deben ser observados diariamente. al cabo de las 48 horas,
durante una semana. antes de que la placa se considere negativa. Las
colonias de PPLO son re(‘cmdax con un centre denso. v una perifena
menos densa. dando la apariencia de un huevo Irito. Var:
de 10 a 500 micras en diéfnelro 0 01~
medio. Los organismos :
evidencia. aun con
cibn celular,
var \'a»"uol” 3

SO0

=

ction ¢ 23
Mezele completamente v vieria ¢
La reaccion tmal d >1 medio
U'na libra de Bacto — PPLO .

ENVASE: JEFERENCIAS:
0412-02-G 1/4 libra U Am. }. Syphilis Gonorth. Venerea
0412-01-1 1 libra Disease, 35:361:1951

BACTO — PPLO BROTH

Infusién de Carne y Corazon

Bacte — Peptona .

Cloruro de Sodio S grs.

Bacto — Cristal Violeta 0.01 ars.

F1 Bacto — PPLO Broth (Caldo para PPLO) es preparade de acue do
a la formula sugerida por Morton. Smith. Williams v Eickenberg’

para ¢l enriquecimiento cel ctivo de los medios para PPLO \Pletfropneu—
monia-Like Organisms: Organismos analogos al Pleuroneumonia). Este
medio ha sido disefiado para faciliter el aislamiento de PPLO, a partir
de muestras clinicas. Es también de utilidad en la pu rificacion de colo-
nias de PPLO contaminadas con otros microorgan ismos. Ei crecimiento
de microorganismos Gram-positivos 3 Gram-negativos es suprimide.
micntras los PPLO se desarrolian. A continuacion de la inoculacién
con muestras clinicas o con bioques de colonias PPLO en agar contami-
con bd\.te rias. incube a 37°C durante ?b a 72 horas. y. entonces.
n placas de Bale'PP‘ u Agar. conteniendo ] por cienio d‘c
l() \mm Fraction. ¢ 25 ianto de Bacto — Ascitic Fiu

» una gotd u»:i
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estériles. bajo condiciones asépticas. La reaccion final del medio no en-
riquecido serd de pH 7.8 a 25°C.

Una libra de Bacto — PPLO Broth dard 21.6 litros de medio no en-
riquecido.

ENVASE.: REFERENCIAS:
0410-02-2 1/4 libra 'J. Dental Res., 30:415:1951
0410-01-3 I libra
BACTO — PPLO BROTH w/o CV Codigo 0554
Infusién de
Bacto — Carne y Corazé6n para Infusiones 50 grs.
Bacto — Peptona 10 grs.
Cloruro de Sodio 5 grs.

El Bacto — PPLO Broth w/o CV (Caldo para PPLO sin Cristal Vio-
leta) es recomendado como un medio base liquido, sumplementado con
Bacto — PPLO Serum Fraction o Bacto — Ascitic Fluid, para el enri-
quecimiento de muestras sospechosas de contener PPLO previo a su
inoculacién en el Bacto — PPLO Agar, segin ha sido descrito por Mor-
tony Lecce.!

Para rehidratar el medio, disuelva 21 gramos en 1 000 mi de agua
destilada. Esterilice en el autoclave durante 15 minutos a 15 libras de
presion (121°C). El medio es enriquecido con la adicién, en condiciones
asépticas, de 25 por ciento de Bacto — Ascitic Fluid o 1 por ciento de
Bacto — PPLO Serum Fraction. Los agentes selectivos tales como el
acetato de talio (1:2000) y la penicilina pueden ser agregados, si se de-
sea. Si el Cristal Violeta es usado como un agente selectivo el medio
debe ser enriquecido con Bacto — Ascitic Fluid.

A continuacién de la inoculacién con muestras clinicas o con blo-
ques de colonias PPLO en agar contaminado con bacterias, incube a
37°C durante 36 a 72 horas. y, entonces, siembre en placas de Bacto
— PPLO Agar enriquecido.

La reaccion final del medio sera de pH 7.8 a 25°C.

Una libra de Bacto — PPLO w/o dard 21.6 litros de medio, antes
del enriquecimiento.

ENVASE: REFERENCIAS:
0554-02-8 1/4 libra 'J. Bact., 66:646:1954
0554-01-9 1 libra

BACTO — PPLO SERUM FRACTION Codigo 0441
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La Bacto — PPLO Serum Fraction (Fraccion del Suero para PPLO)
es una solucion estéril, recomendada como un enriquecedor, en los me-
dios para el culfivo de PPLO. Es empleada en la concentracion del 1
por ciento con el Bacto PPLO Agar y el Bacto — PPLO Broth, como
se discute en la pdgina 82 y 89 del Manual DIFCO (Observacién: en
el manual DIFCO este Medio figura con el nombre de Bacto — PPLO
Enrichment Broth). La Bacto — PPLO Serum Fraction también ha sido
empleada para la propagacion. estabilizaciébn y mantenimiento de los
Treponemas in vitro.

La Bacto — PPLO Serum Fraction es la fraccion del suero. parcial-
mente purificada, requerida para el crecimiento de los PPLO, segin lo
han descrito Smith y Morton.! Tiene la ventaja sobre los sueros y so-
bre el ascitic fluid (liquido ascitico) de que solamente 1 por ciento es
requerido para el enriquecimiento de caldo o de los medios solidos para
el cultivo de los PPLO, y de que no tiene efectos inhibidores sobre
algunas cepas de PPLO, como si lo tienen los sueros normales.

La Bacto — PPLO Serum Fraction ha sido demostrada por Rose y
Morton?® que reemplaza efectivamente al suero o fracciones de albl'x_mi-
na, que se emplean cominmente en el cultivo de Treponemas no viru-
lentos.

ENVASE: REFERENCIAS:
0441-633-1* 6 x 20 ml 'J. Bact. 61:395:1951

2 Am. J. Syphilis Gonorrh. Venereal
* Conservar a 2-8°C Diseases, 36:1:1952

BACTO — MYCOPLASMA SUPPLEMENT Cédigo 0836
BACTO — MYCOPLASMA SUPPLEMENT §  Codigo 0837

El Bacto — MYCOPLASMA Supplement y el Bacto — Mycoplasma
Supplement S son enriquecedores desecados y estériles para usar con
el Bacto — PPLO Agar, segiin ha sido descrito por Hayflick! y con el
Bacto — Heart Infusion Agar y Broth? para el aislamiento y propaga-
ciéon de Mycoplasmas. Son preparados de acuerdo a las formulas de
Chanock, Hayflick y Barile® y de Hayflick.?

El Bacto — Mycoplasma Supplement contiene extracto de levadura
fresco y suero de caballo. »

El Bacto — Mycoplasma Supplement S es un enriquecedor selectivo
preparado al afadir acetato de talio v penicilina al Bacto - Mycoplas-
ma Supplement.

Para rehidratar los Bacto Mycoplasmu Supplements emplee 30
ml de agua destilada csteril por cada frusco v rotelo suavemonts para

B
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isolv Afada el ¢ enido d i
disolver. Afada el contenido de un frasco 2 70 ml de Bacio — PPLC
it G A i

Agar o Broth estériles. enfriados a 50°C. Distrib sayale en tubos

cas segun se desee. o

ENVASE:
0836-6 7~O’_‘k Bacto — Mycoplasma Supplement 30 mi
0836-68-9* 6 x 30 mi

0837-679*  Bacto — Mycoplasma Suppl
0837-68-8*

* Conservar a 2-8°C

REFERENCIAS:

! Texas Repts. Biol. Med.. 23:285:1665

2 SAM — 403 Biologic Services Vet. Biol. Div., USDA
3Proc. Nat. Acad. Sci.. 48:41:1962 '
*Personal Communication, 1968

ANEXO 2. TITULACION DEL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

Todas las reacciones biologicas con virus y anlicuerpos son cuantifica-
bles y por tanto son posibles de medicion. A este método de medida se
le denomina titulacion.

En Fiebre aftosa (FA} se puede titular un virus midiendo su capacr
dad de reaccién frente a un suero hiperinmune en presencia del comple-
mento (fijacion del complemento), en presencia de Un suero de animal
inmune (seroneutralizacion o sercproteccion) o simplemente para co-
nocer su capacidad de infeccion en up sistema sensible. Se denomina
sistemna sensible a aguellas especies animales que son naturalmenic sus-
ceptibles a los virus d" ia FA (bovinos. porcinos. caprinos ¥ otros bi-

ungulados). a las que son artificialmente suscep tibles iratones lactantes.
cobayos. conejos neonatos) y a los cultivos celulares. de los cuales Jos
mas usados son los de ¢@ ula~ renales de hamster (BHK,, clon 13ty
los de celulas rcnaicx de porcinos (1B-RS-Z clon 171

Estc Lap;luio tr ard sobre la medids de inteociosidad de un virus
en sistermias sensibles. s decir, de su tituiacion, gue represenia una esti-
macion de su poder infectants.

Para ser titulado. un virus debe
der infectante serd mds ¢
diluciones que s¢ hagan
observacion. ratones o ¢

STy e Ul ladis
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La decision de usar bases logaritmicas menores entre las diluciones
¥y mayor numero de observaciones estd relacionada con ej grado de
exactitud que se requiere de una titulacién y de la disponibilidad
de animales, cultivos celulares, etcétera.

Titulaciones mds frecuentes utilizadas en Fiebre aftosa

Bovinos: Generalmente la titulacion del virus de la FA en bovinos se
hace por inoculacion de las diluciones en puntos de 0,1 ml, utilizando
la via intradermolingual. Se utilizan 4 puntos de cada dilucion, inician-
do con la mas concentrada en la base de la lengua y decreciendo con las
diluciones subsecuentes en el sentido de la base hacia la punta. Gene-
ralmente se usan 4 bovinos susceptibles por titulacidon. La lectura se
hace entre 4048 horas después de la inoculacion y se consideran posi-
tivos los puntos donde hubo formacioén de vesiculas (Figura 1).

0 0 0 0
7 OO0 OO0 POOO| PO

1072 @@@@ @@@1 OIORM: ORI

1073 OOO® OO OO 1o

! L I B A | L B | Tt LI |
- ‘\'/' u U
Puntos positivos Puntos negativos
107! =16 0
1077 =10 6
1073 = 7 5
107 = o i6
FIGURA 1

Tiwdacion de virus de la Fiebre aftosa
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El titulo se calcula por el método de Reed & Muench. dando 103-56
por milimetro = 103.5% DI, (dosis infectantes 50 por ciento).

Rarones: Se utilizan como minimo 6 ratones por dilucion de virus,
inoculando 0.05 ml en cada uno por via intraperitoneal o intramuscular.

Ejemplos. En este ejemplo se observa que para cubrir las mismas
fajas de diluciones se utilizan 30 ratones en el primer caso y 42 en el
segundo:

a) Ratones b) Ratones
Sobre- Sobre-
Diluciones Muertos vivientes Diluciones Muertos vivientes
103 6 0 10-2.7 6 0
—4 6 0 -3,4 6 0
-5 4 2 =41 [ 0
-6 2 4 -4,8 6 0
-7 0 6 —5,5 3 3
-6,2 1 N
—6.9 0 4
Titulos: 106.8/m| 106-9/ml1

Los titulos son representados por DLsg (dosis letales 50%)

Los titulos son representados por DLy, (dosis letales 50 por ciento)

Cultivos celulares
1. PLACAS DEMICROTECNICA

En el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (CPFA) se utiliza el si-
guiente tipo de placas: Microtiter Plate Falcon 3040. Esta placa posee
96 orificios. En la técnica utilizada por el CPFA se usan monocamadas
de las células IB-RS-2 clon 17 formadas con 24 horas de antecedencia
y en las cuales en cada orificio se sembrod 0.1 ml de una suspension con-
teniendo 300.000 células por milimetro con incubacion en estufa de
CO, a 37°C. cubicrias con tapa de vidrio para permitir la circulacion
del aire.

Para las titulaciones de virus. el medio de cultivo de las células debe
ser retirado por simple inversion de las placas e inoculadas las dilucio-
nes de virus preparadas usandose como diluyente medic Eagle sin

; Vv e e ey A s oA
suero. Generalmente se usan como minime 6 orificios por dilucion v 4
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anto. ¢n una placa se pueden realizar 4 titulaciones. El
P mlpor O!‘!flf‘l Después de la inoculacién las placas
son incubadas a 37°C en estufa de CO, por 48 horas. y se hace [z fija-
cion v coloracion de las céiulas con una mezcla de formoi y cristal
viol e a. Después de lavar las placas en agua corriente. se verifica que
do de hubo efecto citopatico el erificio esta limpio v donde no hubo,
células estan intactas v coloreadas con el cristal violeta.
Para la titulacidon de microplacas se pueden usar también las ¢f
10

'n

BHK;, cion 13, pero después de la fijacion y coloracidén, no
células que presentan efecto citopético se desprenden, siendo. po T ta
to, necesario hacer la lectura en microscopio para certificar las lesiones

Los titulos son generalmente estimados por los métodos Reed &
Muench o Karber v para cada dilucién se cuentan los orificios positivos
v negativos (dosis infectantes 50 por ciento de tejido).

2. Tusos

Ln el CPFA se utilizan tubos de cultive de células sembradas con célu-
i'e-c IB-RS-2 o BHK,,. Estos tubos son estacionarios, colocados en es-

antes apropiados que permitan una posicion horizontal con ligera in-

clinacion para evitar gue el medio de cultivo moje los tapones de g;*-ma
que Jos mantienen cerrados. Después de la siembra de las células los
tubos son colocados on estufa comin a 37°C para la formacion de ia
monocamada, lo qu. ocurre generalmente en 48 horas. Despuds de
fa formacion de la monccam dd el medic de cultivo es retirade por
aspiracion con bomba de vacio y se cojoca 0.8 ¢ 0,9 de medio Eagle sin

itular el \hU\ 8¢ dcokn usar como mi mm 6 tubos por dilu-
4 diluciones. seule 0 0.2
“/m de virus sobfc el medio de pri
micros opio 48-72 }mrax dASp‘uw de iz mocul

LOos tituios son calculados como va R
en microplacas

MUtos, ")ebpw de lz adsorcion se adicio
a de goma Karava con medio Earie 2 veges concen

tenende 10 por ciento de bicarbenato de sodio al 7.3 por ciento, para
que la concentracion final de bicarbonate sea de § por ciento, El pH
debe ser 7.4-7.6. En el caso de usar las botellas. no es necesario adi-
i . 5le'np' : quﬁ el h de} n:edio sea sadsfacmrio
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Produccion, control de calidad y uso de vacunas Anexos 01

Ejemplo: Inéculo de 0,2 ml por caja de Petri o botella Estimativa del punto final 50 por ciento en titulaciones de virus
{4 por dilucion)

- El punto final 50 por ciento puede basarse en varios tipos de reaccio-

. ) T?“flo;iel nes. El mds usado est4 basado en mortalidad, representada por DL,

Diluciones de ””Z’a-diecfz’;:‘i:; en ﬁ‘i:;‘iodi Log 10ufp) L;;'C}cgu?p/ (dosis letal 50 por ciento). DI significa dosis que infecta 50 por ciento

viras Petri o botella placas 0.2 mi* 0.2 mi** de los animales en prueba y DP;, la dosis de vacuna-suero que protege

50 por ciento de los animales, etc. La misma terminologia puede ser

10-5,0 8590 80 95 87,5 6,94 aplicada para otros sistemas susceptibles a los virus, como por ejemplo,

10—5.7 16201718 71,0 7,35 los cultivos de tejidos, en los cuales la DCTs, representa la dosis que

L0-6.4 43 s 3 375 6.97 7,14 provoca efecto citopé}ico en 50 por cientq de los cultivgs inoculados.

10-71 100 3 1:0 7,10 Los métodos de cilculo de los puntos finales 50 por ciento de Reed

& Muench (ver Cap. 11, 17.2 y 18.1.5.1) y Karber se aplican para una

* Log 10 media de placas por caja de Petri o botella + Log 10 de la concentracién del indculo. serie completa de reacciones que abarcan 0 por ciento (cero) a 100 por
** Media de 4 valores de la columna 4.

El titulo del vi 1.0 ml ser4 107.84 ciento de mortalidad (o infecciosidad, efecto citopatico, etc.). Silos da-
D C: . . s . . e . .
tito delviras por 1,0 ml serd tos son errdticos, es decir, muertos o reacciones positivas dispersas en
varias diluciones, la titulacién debe ser repetida.
Representacién del titulo de virus

Si se trata, por ejemplo, de una suspension de epitelio bovino, miiscu-
los o carcasas de ratones o conejos, patas de cobayo, etc., los titulos
son representados por mililitro o por gramo de material.

Si se hace una suspension inicial 1/5 (peso x volumen) de cualquiera
de los materiales citados para proceder a la titulacién considerando la
suspension inicial como 10°, tendremos:

Titulacién en ratones
Suspension inicial 1/5 = 100

a) 1.0 ml de suspension + 9,0 ml diluyente = 107!
b) 0,5 mlde 10! + 4,5 mldiluyente = 10?2
asi hasta =108

Indculo de 0,05 ml por via intraperitoneal por raton.

Resultados
Diluciones Muertos Sobrevivientes
10-1 6 0
-2 6 0
-3 6 0
—4 3 3
-5 2 4
—6 0 [

fitulo = 1033400 mi= 106" % 'ml =103 igramoe
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ANEXO 3. SEROPROTECCION

En esta prueba inmunolégica se utilizan ratones lac tante
los anticuerpos circulantes inducidos en las e esp c es suscep
accion del virus de la Fiebre aftosa (FA) o por las vacunas ©o1
ducidas.

Los ratones lactantes son inmunizados pasivamente ¢on sueros bo-
VINOs, porcinos, ovines. etc. que contengan anticuerpos contra ja I .
v enseguida son inoculados con virus. A cada prueba se agreg:
de ratones inoculados con suero sin anticuerpos (control normal) y
olros grupos inoculados s6lo con virus.

Los resultados de Jas pruebas de seroproteccion son expresados por
INDICES, que consisten en la difcrencia de titulos infectantes emrﬁ
ratones inoculados sdlo con virus v ratones inoculados con suero v virus,

Materiales

Cajas de raiones. de
ra permitir Iz Lmpieza.
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torios, como congeladores (—20 y —70°C), heladera, bafio Maria, cen-
trifugas, etcétera.

Procedimiento

1. Ratones: de 6 6 7 dias de edad distribuidos en cajas de 12 rato-
nes acompanados de 2 madres. Para cada suero se inoculan 24 ratones,
o sea 2 cajas. También se pueden utilizar 32 ratones por suero, dividi-
dos en 4 cajas de 8 cada una, siendo necesario en este caso colocar una
madre en cada caja.

2. Suero. después de ser preparado por los métodos convencionales,
los sueros son distribuidos en tubos de ensayo en volimenes de 15 a
20 m! y conservados en congeladores a —20°C. En el rétulo de identi-
ficacion deben constar el nimero del animal sangrado, ntmero del
experimento y fecha de la sangria. Si el suero va a ser estudiado frente
a 3 6 4 virus, en su preparacion debe ser distribuido en 3 6 4 tubos de
hembolisis en un volumen de 3 ml en cada uno, guarddndose el restante
en el congelador.

a) Inactivacion: se efectia a la temperatura de 60°C por 20 mi-
nutos en bafio Maria. La inactivacién realizada en pequefias
cantidades es mas eficaz .que la hecha en tubos de ensayo sobre
el volumen total.

b) Inoculacion: como fue citado, cada suero es inoculado por via
subcutdnea en 24 ratones, en la cantidad de 0,1 ml por animal.
El suero debe ser puro (sin diluir). Una hora después de la inocu-
lacién del virus, los ratones deben ser inoculados con diluciones
de virus.

3. Virus: se deben usar virus de epitelio directamente o con pasajes
(hasta 3 pasajes) en cultivos de células BHK,, clon 13 o IB-RS-2 clon
17. No se deben utilizar virus adaptados a ratones lactantes pues pueden
dar resultados errdéneos, principalmente en los sueros cuya cantidad de
anticuerpos no es muy elevada. Los virus de epitelio bovino dan resul-
tados bastante coherentes, pero su uso en pruebas de rutina es imprac-
ticable debido a la falta de disponibilidad en cantidades deseables.

Desde hace algin tiempo el CPFA estd utilizando en las pruebas de
seroproteccién virus procedentes de epitelio bovino con tres pasajes en
células BHK,,. Durante varios afios este procedimiento ha permitido
trabajar con material virico siempre homogéneo.

a) Preparacién: Después de la tipificacion y subtipificacion del

virus a ser utilizado, se hace una suspension 1/3 6 1/10 (p/v)
del epitelio y se inocula en botella de Roux (estacionaria) ©
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Baxter (rolante) con monocamadas de células BHK. Después
del efecto citopdtico, las botellas se congelan a —70°C para la
ruptura de las células y mayor liberacion de virus. A seguir
sobrenadante se distribuye en ampollas en cantidades de 2 ml
se descongela y centrifuga a 2 500 rpm por 15 minutos. kI so-
brenadante se distribuye en ampollas en cantidades de 2 ml
y se guarda en congelador a —70°C o en nitrégeno liquido a
—196°C. Se sigue el mismo procedimiento para el segundo y
tercer pasajes; este ultimo serd el utilizado en las pruebas, sien-
do necesario saber su titulo en ratones. De ese modo, cuando
termina una partida de ampollas de tercer pasaje, se recurre al
stock del 20. pasaje 1o que permitird trabajar siempre con nive-
les iguales de pasajes en todas las pruebas.

b) Titulacién: La titulacién en ratones se realiza utilizando dilu-
ciones con base 5 o menor. De preferencia se deben hacer 3 titu-
laciones simultaneas y el titulo del virus debe ser calculado por
el método de Reed Muench o Kirber. Cada ratén es inoculado
por via intraperitoneal con 0,05 ml. Los titulos de virus de
106:8/ml o mds elevados son los mds apropiados para las prue-
bas de seroproteccion. Si los titulos son inferiores, toda la
partida de ampollas del 3er. pasaje es desechada y debe hacerse
una nueva partida.

4. Diluciones de virus a ser utilizadas en las pruebas: Todos los sue-
ros son enfrentados frente a 4 diluciones de virus, por lo tanto, si se
tienen 24 ratones inoculados con un suero, cada dilucion de virus sera
inoculada en 6 animales y, dependiendo de los antecedentes de los sue-
ros en prueba, serdn aplicadas diluciones mas o menos concentradas.
Por ejemplo, si se tiene sueros de bovinos convalecientes o de 30 dias
posvacunacién (DPV) con una vacuna de calidad comprobada, los in-
dices de anticuerpos deben ser altos y se usardn las diluciones de virus
de mayor concentracién (10t, 102, 103 y 104). Si al contrario se tie-
nen sueros de animales sin vacunacidn o con vacunacion realizada varios
meses antes, los indices de anticuerpos son bajos y en este caso las dilu-
ciones de virus a ser usadas son las de menor concentracién de virus
(104,105,106 y 107).

Partiéndose de una ampolla de virus considerada pura (1/1 y 10°)
se procede a las diluciones deseadas, por ejemplo 10! 6 108, El dilu-
yente puede ser una solucidn tampén fosfatada, medio de Eagle o Earle
sin suero, con pH entre 7,4-7.6. Durante la preparacion de las diluciones
y posterior inoculacién, los tubos deben ser mantenidos en bafio de hielo.

Para cada prueba se debe hacer la titulacidon del virus usdndose una
ampolla para cada dia. Se considerard como titulo del virus el obtenido
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el dia de la prueba. Las dos diluciones de virus de cada caja deben ser
inoculadas con 2 jeringas independientes, una para cada dilucién, inocu-
lando siempre primero las diluciones menos concentradas. De ese modo,
cuando una caja es inoculada con las diluciones 104 y 103, las dilucio-
nes son inyectadas en ese orden con jeringas separadas en los respectivos
ratones.

S. Lectura: La lectura de la prueba se inicia al dia siguiente de la
inoculacion y se repite diariamente durante los 7 dias subsiguientes.
Debe ser realizada por dos personas: una examinada cada caja y observa
las reacciones (sano, enfermo, paralitico 0 muerto) y la otra anota el
protocolo apropiado. De esa forma, para cada suero y dilucion se tiene
una visién diaria de la marcha de la prueba. Al final de 7 dias de lectura
se termina la prueba, computindose para cada suero y para la titulacion
del virus los ratones muertos y los sobrevivientes. Todas las alteraciones
observadas en la lectura (diarrea, madre sin amamantar, madre enferma,
etc.) deben ser anotadas para posterior evaluacién al final de la prueba.

6. Resultados: Los puntos finales de las DLy, (dosis letales 50 por
ciento) de la titulacién del virus y del mismo virus en los ratones inocu-
lados con suero son calculados por uno de los métodos ya mencionados
y su diferencia expresa el indice de seroproteccion. Asi para cada suero
se calcula un indice individual de seroproteccién.

Ejemplos: protocolos de pruebas (ejemplos 1 y 2).

En el ejemplo 1 (Cuadro 1) se ensayan sueros de antes de la vacuna-
cion y de 30 DPV. Naturalmente en los primeros sueros no se esperaban
valores altos de anticuerpos y por eso se utilizaron las diluciones de virus
107, 10, 105 y 104, obteniéndose los indices de 0,75 y 0,25. Para
los sueros de 30 DPV se utilizaron las diluciones 104, 103, 102 y 10!
pues se esperaban indices mds altos que se confirmaron dando resulta-
dos de 5,00 y 3,75.

La titulacién del virus siempre debe hacerse abarcando diluciones
arriba y abajo del titulo esperado, obteniéndose asi mortaljdades de
ratones de O a 100 por ciento. El titulo esperado fue de 106 /0,05 m!
y se hicieron diluciones de 103 a 108,

El ejemplo 2 (Cuadro 2) ilustra sobre problemas pricticos que se
presentan cuando no se usan las diluciones adecuadas para un determi-
nado suero v por esa razdn no se obtiencn resultados finales exactos.
sino valores = o < de un determinado valor:

a) con el suero ndm. 20 se pensd que no habia anticuerpos altos ¥
por eso se utilizaron las diluciones 107, 106, 105 y 104, Como
se puede observar no hubo mortalidad tanto en la dilucion maés
concentrada como en las otras. En este caso el indice fue >2.31.
Este no es un resultade definitive y es necesario repetir ese

27
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suero frente a diluciones més concentradas, o sea 104, 103,
102 y 101, para llegar al indice final;

b) con el suero niam. 21 murieron solamente 2 ratones en la dilu-
ciobn mas concentrada (102), o sea menos de 50 por ciento. En
este caso se presume que si se hubiese inyectado la dilucidn
10! hubieran muerto los 6 ratones y el cdlculo s¢ hizo contan-
do con esta posibilidad. Por lo tanto, el titulo fue 1,75 y el
indice 4.56. Habria sido mds correcto inocular la dilucion
]0-],0;

¢) con el suero nam. 22 se pensd que habian anticuerpos altos y
por eso se hizo con las diluciones mds concentradas (104,
103, 102, v 10°t). Sin embargo hubo mortalidad de ratones en
todas las diluciones, lo que demostré que no habia anticuerpos
altos y resulté en un indice de < 1.81. Este resultado tampoco
es definitivo v es necesario repetir el suero frente a diluciones
menos concentradas (107, 106, 105 vy 10%, 0 106, 105, 104 y
10°3); '

d) con el suero nim. 23 se pensd que habia anticuerpos en mvelgs
altos, lo que realmente ocurrio. En este caso no hubo mortali-
dad en la dilucion maés concentrada (10°1). El titulo del virus
frente al suero fue < 1,0 y el indice de proteccién > 5,31, que
represent6 el resultado final Esto demuestra que los indices de
seroproteccion siempre dependeran del titulo del virus usado en
la prueba. Si en el caso anterior el titulo del virus fuese 195’5"
y no hubiese mortalidad, el indice de seroproteccion seria de
> 4,50.

7. Interpretacién: 95 por ciento de bovinos que no fueron vacuna-
dos o nunca tuvieron contacto con virus de la FA y presentan mdwe;
de seroproteccidn de cero hasta uno (0-1,0) son susceptibles a la exposi-
ci6bn de los virus de la FA y se infectan, enfermando clinicamente con
los sintomas cldsicos. Los animales vacunados gue presentan inc_ixces
de ese valor (0-1,0), en la mayoria de los casos no estan protegidos.
Sin embargo pueden haber casos en que estan protegidos frente a la
descarga de virus (falsos susceptibles). Los bovincs vacunados que pre-
sentan indices iguales o mayores que 2.5 {= 2.3) generalmente estan
protegidos, habiendo pocos casos en que €50 no ocurra. La mavor faja
de inestabilidad se verifica entre los indices 1.0y 2.0. o

Para uns mejor interpretacion del significade de los in ices. en un
trabaio publicado por ¢l CPFA (Gomes vy Astudillos. se corrclacionan
indices de seroproteccion de cerca de 700 bovinos vacunados. con el
estado inmunitario después de la descarga de virus por via intradermo-
lingual. La inmunidad siempre fue comprobada eptre 21-30 DPV. Por
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el célculo estadistico de “probits”, los indices fueron transformados
en porcentajes que fueron denominados Expectativas Porcentuales de
Proteccion (EPP). Para los bovinos vacunados esas EPP representan la
probabilidad de estar protegidos con determinado indice (Cuadro 3).

El CPFA esti utilizando ia prueba de seroproteccion en el control
de vacunas, basindose en las medias aritméticas de las EPP del grupo de
bovinos vacunados con determinada vacuna, en vez de utilizar la media
geométrica de los indices.

En un trabajo publicado en 1983 por el CPFA (Sutmbller) se consi-
deraron el error stindard de Ia media de las EPP, el nimero de bovinos
en cada vacuna y el valor “t” Student para las pruebas de significacion,
resultando asi EPPs con Iimites inferiores de confianza (Cuadro 4), lo

que significa una interpretacion mas integral de la informacién que da
la prueba.
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CUADRO 1
Ejemplo 1. Prueba de seroproteccion, CPFA, 1/10/84
Virus; Campos — BHK 3, preparado el 7/12/83
6 ratones de 7 dias de edad por dilucién
Suero Dias Tirulo
bovino Caja T por
No. No. Dilucién 112131415167 Resulrado 0,05ml | ISP
4 | 10-F [Fa i ore
— e NN EG N oy | 33
is50 2 —< |G e o=
S-5- &7 - [y
3 o~ 7 %@/%%%//y W e
— e WMBHBNTVE T s s
35/ v | - s |wwa e ©-2>
18~8-5¢ — 7 | 6/
S Jo—=9 %/ﬁ%%%%z ore
358D =3 AU PREY D o |0'F S.o
15-9-59 | © —2 KLY ore
—Z TR | e vl
F | - gl Kl o
3§/ -3 %%%%V/‘fé(@ A /25 295
1S-0-p¢ | X | —> W ere |
L T e
2 | lo-% BB ol
Suero L - %9’/5%% v /{ﬂ Lt /0€0
o | s TR e
Ly el e/ e
na  o—s %ﬁf%%%!%’f/’ os6 i/%.z_ﬁ |
w2 LG e
v =vivo

® =muerto
P = paraliticc
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CUADRO 2

Ejemplo 2. Prueba de seroproteccion. CPFA, 1/10/84
Virus A,4 Cruzeiro — BHK,, preparado el 15/8/84
6 ratones de 6 dias de edad por dilucibn

Suero Dias Titulo
b‘j&’;"’o CI’\IIZZ Dilucién 1:2i314151617 Resultado OZZrmI ISP
. o F WIH LS A s o
—e [BIE B ek s
20 . | - sIEEHLGEE orr e TS 20
_q AL N ol v
3 e s MU BG4 O F
e wlelgwsgm Y | 7t ase
2/ a | -3 AEBpsAa o0 | °
- wslglar A we
s o= WA .'/"ﬁ ” 4 s =)
-3 btk /O
27 ¢ | —e W wre v 18l
7 ve |
L e gERsE R ok |,
— > AR BRI o | o =
23 Ty At o |5 T
| — 1 HEFHRE Ko~ S
g oY hYEGn N oe |
Suera — WA A g 0%C
normal w | _s /;“’,‘/%/ T Y Lo Y& !
N e 21 N B
R Y Al I
Titutacion -7 "’.‘//,,'3;‘/‘/",2:5/‘;3":5@;% e P
virus R A A A A B O R B
s |V e
P rarabinee

CUADRO 3

Indices de seroproteccion (ISP}

EXxpectativas porcentuales de proteccion (EPP}

ISP EPP ISP EPP
0,0 20 2,0 81
0,1 23 21 84
0,2 25 2,2 86
0,3 28 2,3 87
04 31 24 89
0,5 34 2,5 91
0,6 38 2,6 92
0,7 41 2,7 93
0,8 44 2,8 94
0,9 48 2.9 95
10 51 3,0 96
1,1 55 3,1 97
1,2 58 3,2 98
1,3 61 3,3 98
14 65 34 98
1,5 68 3,5 98
1,6 71 3,6 99
1,7 74 3,7 99
1,8 76 3.8 99
1,9 79 3,9 99

|35
W)
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CUADRO 4

Control de vacuna

7 a
Num. de bovino ﬂfﬁ{fﬁ_ Co I
ISP EPP ISP EPP
1 3,75 99 3,96
2 4,00 99 4’,31 ZZ
3 3,65 99 3,71 99
4 3,25 98 4,31 99
5 2,00 81 2,71 93
6 3,42 98 4,31 99
7 1,50 68 3,96 99
g 4,00 99 4,71 99
o 1,00 51 2,31 87
19 2,69 93 3,56 99
a 2,50 91 3,61 99
o 2,51 91 2,71 93
o 1,25 61 2,06 84
e 2,00 81 3,71 99
0,50 34 1,81 76
16 2,75 94 1,81 76
Nim. de bovinos 16
Medias EPP 83,6 93,7
Desviacién Standard 19,9 8’4
Mfadia error standard 5 2!1
Limite Inferior de confianza 74,8 90:0

a A 5 .

Stén\.g:i;e para €] virus A Vcnccs?au la media de las EPP fuese 83,6, considerandose el error

et cae para’74,8. Si se considerara 75% como limite minimo de aprobacion, esta valencia
c la vacuna estaria cxactamente en cste valor. ’

ANEXO 4. BANCO DE SUEROS

Se denomina Banco de Sueros a una determinada cantidad de muestras
de suero bovino, con niveles de anticuerpos conocidos, provenientes de
animales vacunados con vacunas preparadas con las cepas de virus de pro-
duccion adoptadas en el pais. Estos sueros deben permanecer almacena-

dos a —20°C.

Objetivo

El objetivo del banco de sueros es d
y a los servicios de epidemiologia subsidios o informaciones para qué
actien con la rapidez necesaria en el caso de que surjan en el campo
muestras de virus con caracteristicas diferentes de las de produccion
de vacuna y que estén ocasionando problemas de inmunidad.

ar a los laboratorios de diagnostico

Formacion del banco

Vacunas. La vacuna, 0 vacunas, a set usada debe ser considerada padron,
esto es, producida con las cepas de virus recomendadas oficialmente y
de eficacia comprobada a través de las pruebas de control de calidad. De
acuerdo con la situacion del pafs podran ser bi o trivalentes, inactivadas
y con el adyuvante que se Us€ normmalmente en la produccion.

Bovinos. Para cada vacuna se deben usar como minimo 16 bovinos,
de 12 a 18 meses de edad, sin historico de vacunacion antiaftosa o con-
tacto con virus, criados desde terneros en establecimientos sin antece-
dentes de Fiebre aftosa(FA). Antesde lavacunacion debenser sangrados
y los sueros sometidos a prueba para confiamr la ausencia de anticuer-
pos neutralizantes 'y anti VIA.

Vacunacion y revacunacion. La vacunacion debe ser practicada
con todo cuidado y los animales deben ser sujetados individualmen-
te. la revacunacion, 4-6 meses después. debe ser realizada de acuerdo
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con la indicacién del laboratorio, y con el mismo lote de vacuna que
debe ser conservada a la temperatura de 4°C,

Sangrias. Antes de la vacunacion, y para las vacunas con adyuvante
de Hidroxido-saponina a los 30, 60, 90 y 120 dias después (DPV). En
esta ocasion se hace la revacunacion y se vuelve a sangrar a los 30, 60,
90 y 120 dias (DPR). Para las sangrias de 30 DPV y 30 DPR, se debe
retirar aproximadamente 200 m! de sangre de cada animal para obtener
cerca de 120-140 ml de suero. El volumen de las otras sangrias puede
ser alrededor de 100 ml de cada bovino.

Preparacion de suero e identificacion. Los sueros deben ser prepa-
rados de la manera convencional y divididos en al{cuotas de 10 a 20 ml.
En la identificacion del rotulo del frasco deben constar el ntmero del
bovino, a cuantos dias corresponde la sangria (30 DPV, 60 DPR, etc.)
y la fecha de la misma. De cada suero y cada sangria se retira una mues-
tra para la prueba de anticuerpos neutralizantes y anti VIA.

Niveles de anticuerpos. Los niveles de anticuerpos circulantes de
cada suero son determinados por las pruebas de seroproteccién y sero-
neutralizacion, individualmente para cada animal y sangria, frente a las
cepas de virus homologas a las de produccién de la vacuna. Los indices
de seroproteccion y los titulos neutralizantes son calculados y regis-
trados en fichas.

Fichero. Cada bovino tiene una ficha individual para cada sangria,
donde se anotan: fecha de sangria, a cuantos dias corresponde, niimero
del animal, preparaciéon de la vacuna empleada, caja donde el suero estd
almacenado, volumen del suero, cantidad de frascos, niveles de anti-
cuerpos, etc. En estas fichas se anotan las retiradas de suero, en qué
prueba fueron utilizados, volumen restante, etc. (Figura 1).

Utilizacién. La utilizacion del banco de sueros se hace a través del
laboratorio de diagnéstico, que recibe las muestras de virus que estdn
causando problemas de inmunidad en el campo. Paralelamente al inicio
de los estudios de caracterizacién seroldgica, por fijacion del comple-
mento la muestra es pasada de 1-3 veces en células BHK.,, clon 13 0
IB-RS-2 clon 17 para realizar las pruebas de seroproteccidbn o seroneu-
tralizacion.

Procedimiento. Se seleccionan 10 sueros del banco de las fichas
individuales, correspondientes a las sangrias de 30 DPV y 30 DPR res-
pectivamente. Cada suero, cuyo indice de seroproteccién o titulo neu-
tralizante es conocido previamente frente a los virus homologos, es
enfrentado nuevamente frente a éstos y a la cepa de virus problema.

Resultados. 48 horas después de la prueba de seroneutralizacion
0 7 después de la prueba de seroproteccion, los titulos neutralizantes o

FRENTE
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3 cada sue s 30 DPV
indices de seroproteccion son calculados para cada suero a los 30

v 30 DPR respectivamente. e
) Interpretacion. Se comparan los resultados frente al virus mmvo’gJ,o
i . . r 1 M o - e
y la cepa problema para tener una orientacion del riesgo que esg ;pepcaoﬁ)
1 3 nTe e -

virus puede significar en el campo. Siempre es importante qu

quen en prueba sueros de 30 DPV y 30 DPR, pues a vﬂe{ces no }:aydperc;
teccibn adecuada en animales primovacunados, pero si despues a

revacunacion.

FIGURA 1

Modelo de la ficha para banco de sueros

N = SUEROS
CENTRO PANAMERICANO DE FIEBRE AFTOSA BANCO DE

Suero Sangria No. Cajas
REFERENCIA: Bovino vacunado con vacuna:
. S R
Suero correspondiente: DPV DP
1§8°P
o A C Vol. Retirada Saldo Prueba
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ca para vacunaciones estratégicas alrededor del municipio de Conceigao
: de Macabu. El Ministerio de Agricultura aplicd medida extraordinarias,
como control de movimiento de animales, puestos de desinfeccion, sus-
o A C Vol. Retirada [ Saldo Prueba pension de ferias y exposiciones, etc., que resultaron eficientes para
evitar la difusién de la enfermedad a otros municipios de Rio de Janeiro.

Los Cuadros 2 y 3 muestran que sueros correspondientes a vacunas
producidas con las cepas usadas en Brasil, tipo C; Resende y C; Indaial,
dan una proteccion parcial frente a dos cepas de virus C de otro pais
sudamericano. En cambio los sueros de revacunacion dan una sbélida
proteccion.

ISP

s

REVERSO

CUADRO 1

Vacunas trivalentes inactivadas producidas con las cepas A 34 Cruzeiro,
A Bagé y A Venceslau. Virus en prueba A Macabu

Indice de seroproteccion — 30 DPR

Nimero suero A Cruzeiro A Macabu

Accion. Con los resultados de las pruebas, en un plazo bastante I 369 140
corto (no més de 15 dias), los servicios de epidemiologia podran orien- §i >§’§(5) 32
tar las acciones en el campo, como ser: revacunacion inmediata con la 34 >5:25 1:25
vacuna de producciéon normal, produccion de una vacuna monovalente 39 5,65 3,50
especifica, sustitucién o inclusién en la vacuna normal de lIa cepa de 61 3,00 1,40
campo emergente, controlde movimiento de animales, suspension de fe- g? Q’ZS ;’:8
rias o exposlcior}es, etc. A veces una vigilancia epidemioldgica estrecha, 63 465 1,50
con acompanamiento de la evolucion de cada foco en la region afectada, 69 >5,5 1,50
indica que no se necesita tomar medidas extraordinarias con respecto a 74 >525 3,60
lgzvacunas, pues hay cepas de virus que aparecen y desaparecen con ra- 40 >5,25 0.60
pidez.

El CPFA como Centro de Referencia para Diagnostico en la Améri- A Bage A Macebil
ca, maptiene desde hace tiempo un banco de sueros formado con sueros 77 4,50 1,50
de bovinos vacunados y revacunados con vacunas producidas con las 44 4,23 1,00
principales cepas de virus de produccion de los laboratorios de América 28 >4.75 173
del Su_r. En varias oportunidades ha recibido solicitud, de diversos pai- ” > 3’85
ses .mlembros, para el estudio de cepas emergentes en el campo y su ig 122 122
posible implicacién epidemiolégica. 25 >4.75 2.50

En el Cuadro 1, sueros de bovinos revacunados con vacunas produ- : 64 >475 1,73
cidas con las cepas de virus A en uso en Brasil. A,, Cruzeiro. A Bagé 13 >475 L7s
y A Venceslau, no protegieron contra la cepa de campo que aparec;é o 500 B2
en el municipio Conceigido de Macabt en 1977, ;g fs/(a) i;g

En esa ocasién el CPFA produjo una vacuna nionovalenic especifi- '
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A Venceslau A Macabi:
72 3,45

0
16 3,55 zfig
19 1,00 0,25
31 4,50 1.50
20 2,50 0,13
18 >4.25 2,15
80 3,25 1,25
76 >4.25 1,00
11 3,75 1,28
57 1,25 1,00
% 4,00 0,35

3,58 1,15
DPR =Dias posrevacunacidn.

Sueros originarios del ba

con adyuvante hidréxido-saponia -

CUADRO 2

nco de sueros. Vacung trivale

Virus de prueba C 43653 y C 43647,

nte inactivada

Cepa de produccion C3 Resende.

-_— T e
30 DPV
-
C3 Resende C43652 C43647
1417 - 12.5.81 4,25 1,90 1,75
1471 2,90 1,10 1,35
1407 5,00 1,75 3,50
1462 2,50 1,50 1,00
1436 >4,50 1,50 2,44
897 3,50 4,15 3,17
879 3,00 2,25 2,88
1405 3,25 1,10 0,35
1429 4,50 3,01 4.00

900 2,25 <1,00 0,75
30 DPR

1417 — 08.09.81
1476
1407
1462
1456
897
879
1408
1492
= 900
DPV =dyas POSViCUnacion.
DPR =drac Dosrevacung iy

CiSiv

5,75 4.50
5,75 4.50
5,75 4,50
5,75 4,50
5,73 4.75
5.75 4.50
5,753 263
5,05 3,28
575 . 4.50
5,75 4,50
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CUADRO 3
j ion (3 Indaial.
Cepa de virus de produccion 3 Ind
Cepas de virus de prueba C 43625y C 43647
30 DPV
C Indaigl C 43652 C 43647
2,10
1,31 2,
3,90 s J
884 - 12.05.81 378 U3 i,zz
Laoa 5,00 1,71 >1,IO
L 4,60 1,71 2,35
1473 2,35 1,31 3,39
1480 4,35 2,82 3,73
1480 b Loe 3’90
e 3,10 3,81 2,00
1373 4,10 3,44 1,20
B s 2,20 <0,81 ,
895 s
30 DPR
4,50 >6,25
4.75 s
884 — 08.09.81 i4,75 425 ;g%i
1453 >4,75 428 >6:2~5
15 >4,75 4.5 Zens
Lrs >4.75 >4,25 ,25
ot >4.,75 >4,25 >2,25-
199 >4.,75 >4.25 >6,’5
Lage >4,50 >4,25 ,;5
e >4,75 >4.25 >6,‘2.5
B >4,75 4,25 >6,
895 s




ANEXO 5. CONTROL DE CALIDAD DE LAS VACUNAS
ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO*

Pautas de Orientacion
Introduccion

Fl control de calidad de una vacuna requiere conocer con precision
ademas de la esterilidad, inocuidad e inmunogenicidad, la estabilidad,
la tolerancia por las distintas especies en las que se aplicara y la dura-
cién de la inmunidad.

La utilizacion en forma masiva de una vacuna sin haberla experi-
mentado adecuadamente a nivel de laboratorio y de campo, presupone
poner en riesgo la ganaderia de un paisy los que de ella dependen. Por
tanto, la liberacion de la fabricacion para la comercializacién de una
nueva vacuna solo serd concedida después de superar los controles de
admision y de series.

Teniendo en cuenta los avances de los ultimos afios, como es el
caso de la vacuna oleosa, la biosintética, la de sintesis bioquimica y
otras que futuramente podran surgir, se dictan pautas de orientacion
para el control de calidad de dichas vacunas.

Los laboratorios productores han de atender el interés de los paises,
preparando vacunas con propiedades biologicas superiores a las actual-
mente disponibles, més estables en condiciones adversas y sin que pro-
porcionen efectos colaterales en las especies a las que se destinen.

El control de calidad de la vacuna antiaftosa se ajustard a lo expues-
to anteriormente y ha de realizarse basicamente siguiendo la reglamen-
tacion disponible en los paises. Para asegurar que esas vacunds propor-
cionan una inmunidad prolongada, se propone la realizacion de pruebas
especiales para evaluar dicha inmunidad, la cual podré establecerse por
métodos directos y por los indirectos que determinan el nivel de anti-
cuerpos en los sueros de los animales vacunados.

Las normas de aprobacion deben de garantizar que los animales
vacunados esten adecuadamente protegidos durante ¢l tiempo indicado

* Fuente: Informe [V Seminario [Internacional de Control de Calidad de la Vacuna Ann-
afrosa. Asuncion, Paraguay 26/9 al 7/10/83.

[241]
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por el laboratorijo productor
petente.
Il,a evalua.ci()n de las pruebas a se
o ¢l campo indicardn si Jos niveles d
cumento precisan ser modificados.

Y aprobado por el organismo oficial com-
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proteccion considerados en este
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dola segiin indicado por el laboratorio productor.

a) Control de virus activo. El laboratorio oficial de control realizaré
el control de virus activo en la vacuna envasada. utilizando los métodos
y procedimientos descritos para la vacuna hidréxido-saponinada. En
caso necesario, podra utilizar otras pruebas adecuadas al tipo de vacuna
bajo control.

b) Control de tolerancia. Se realizaran pruebas de campo conirola-
das, vacunando y revacunando no menos de 50 animales de la(s) espe-
cie(s) para la(s) que se ha preparado la vacuna, en los que se observardn
reacciones locales, generales y efectos colaterales.

Ademas, serdn sometidos a inspeccidn veterinaria oficial y a exame-
nes anatomo-patologicos los animales vacunados y revacunados que se
considere necesario. Esta prueba podra extenderse a otra categoria y
especie de animales de diversas dreas si asi lo estima el laboratorio
oficial.

5. Control de inmunogenicidad
a) Métodos directos. El control de inmunogenicidad estard orien-

tado a determinar la proteccion conferida por la vacuna en la especie o
especies para las que fue preparada.

Fl laboratorio oficial, en el momento actual y hasta que se complete
la informacion con otras técnicas, utilizard la proteccion a la generalr
zacion podal (PGP) usando el siguiente procedimiento:

Bovinos: Se usaran bovinos adultos, con mds de 18 meses de edad,
que no hayan padecido Fiebre aftosa. ni hayan sido vacunados conira
ella. Estos animales estarn en buen estado sanitario y de nutricién. Ade-
mds, sus sueros no presentaran anticuerpos VIA ni neutralizantes del
virus de la Fiebre aftosa, detectables en pruebas de seroproteccion y/o
seroneutralizacion.

Suinos: Se usarin suinos destetados. entre 1 1/2 y 2 1/2 meses de
edad, que cumplan las exigencias establecidas para jos bovinos y que no
procedan de madres vacunadas.

Vacunacion: Por cada vacuna sometida a control se vacunaran. si-
guiendo las instrucciones-del laboratorio productor, como minimo 48
bovinos y/o 32 suinos.

Revacunacion: A los 3 meses después de la primovacunacion seran
revacunados 16 bovinos con la misma vacuna utilizada anteriormente.

Los bovinos y suinos utilizados en las pruebas de duracidn de inmu-
nidad seran sangrados mensualmente para determinar el nivel de anti-
cuerpos del suero y acompafiar la evolucién de la prueba.

Comprobacién de bovinos: Los 32 bovinos vacunados seran divide-
dos en dos grupos de 16 animales. uno serd comprebado a los 30 bPY
v el otro a los 90 DPV con la cepa oricial de controi seiecaionadd por i
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!aboratorio _oficial. La inoculacion de todos los animales serg or via
mtracﬂieymolmgual con 10* DI, bovinos/ml, en cuatro puntos grazéln
de 0,25 m! por punto. En cada prueba serdn incluidos dos contr’oles

Los bovinos revacunados serdn inoculados al final del perf0d6 de

' Comprobaciéon en suinos.: A los 30 y 120 DPV serén inoculados 16
lsu}inos vapunadqs y dos testigos con Ia cepa oficial seleccionada por el
E; oratorio oflglal. Las otras valencias serdn analizadas determinando
f n_1ve1 de ’antlcperpos. La comprobacion de los suinos vacunados o
esttlgos, serd realizada inocul4andolos en un punto de cada talén de una
pala posterior, con 0,2 ml de una sus Te 1
I, , pension virulenta que co
10* DL, raton lactante/0.4 mi. a menes
Lectura: qu bovinos y testigos inoculados serdn revisados una tni-
ca v;:z a los 7 dias después de Ia inoculacién y los suinos a los 5 dias
nterpretacion: La prueba solo tendri validez cua :
ndo haya -
tado un desarrollo normal. Y4 presen
La serie de admision debera i i
. , proporcionar para cada valenc i-
guiente proteccidn: P e la s
) En bovinos: A los 30_ y 90 DPV protegera para cada valencia, como
mmm_lp, 13 de los 16 animales utilizados. Al final del periodo de reva-
Cunacion estardn protegidos como minimo, § de los 1 i
canacior R 6 bovinos reva-
o En_jvuinosa /IA los 30 v 120 DPV estarin protegidos frente a la gene-
ralizacion podal, como minimo. 12 y 8 animales res i
1 > N g ectivam
los 16 utilizados. P e, e
b) Métodos indirectos
1 En las pruebas de seroproteccion y seroneutralizacién se usardn
os valores propuestos en el Manual de Procedimientos para el Control
de Vacuna Antlafto§a, CPFA, Serie de Manuales Técnicos num. 2, 1980
o aque.llos establecidos por el organismo oficial competente del pafis
respectivo.
6. Estabilidad inmunogénica
La estabilidad inmunogénica de la vacuna podra ser determinada
por pruebas en cobayos al mes, 6 meses y 12 meses después de haber
sido elaborada.
[ntergretacz’o’n: Los resultados obtenidos al mes, alos 6y 12 meses
no deberap presentar diferencias significativas entre si.
7. Registro de produccion
El organismo oficial de control otorgara el registro de produccion
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de la vacuna para la comercializacion cuando los resultados de las prue-
bas por €l realizadas en la serie de registro demuestren que la vacuna:
1. Es estéril
2. Esinocua
a) Ausencia de virus activo
b) Sin efectos colaterales
3. Proporciona en la especie o especies correspondientes la inmuno-
genicidad indicada en el protocolo que solicit el registro.
4. Tiene estabilidad inmunogénica por lo menos de 12 meses.

Control de series

Para que el laboratorio oficial inicie los controles de series es necesario
que el laboratorio productor realice y presente los protocolos de los
controles fisico-quimicos, de esterilidad, inocuidad e inmunogenicidad
de la serie a ser controlada.

1. Control fisico-quimico. Seran realizados igual que para el control
de admision.

2. Control de esterilidad. Se aplicard el procedimiento y criterio
indicado en el control de admisién.

3. Control de inocuidad. Se aplicard el procedimiento y criterio
expresado en el control de admision.

4. Control de inmunogenicidad,

a) Mérodos directos. Se elegira el método utilizado en el control
de admision, y/o otros adecuadamente estudiados. En bovinos se realiza
la prueba entre 1 y 3 meses después de vacunados los animales y en sui-
nos a los 30 DPV. En bovinos se exigird una proteccion del 81 por cien-
to y en suinos del 75 por ciento.

b) Métodos indirectos. Seran utilizados aplicando el criterio usado
en las pruebas de admision.

5. Duracion de la inmunidad. El laboratorio oficial de control rea-
lizard pruebas de duracion de inmunidad por métodos directos o indi-
rectos siempre que lo considere oportuno en cualquier de las series que
han superado el control de series. En caso de no alcanzar los valores de
aprobacion serd suspendido el registro de produccién.
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APENDICE 1
CONTROL DE VIRUS ACTIVO

1. Vacuna con advuvante oleoso de emulsion primaria o doble

Mezclar 200 ml de vacuna con 100 mlde cloroformo, agitar y centrifu-
gar. Colectar la fase acuosa que contiene ¢l antigeno e inocular tres
botellas Roux o tres frascos rolantes con camadas de células BHK,, de
48 horas. Si se trata de una vacuna de emulsion simple se inoculan S mi
de antigeno y si es de emulsion doble 10 ml. El efecto citopdtico es
observado a las 48 horas después de inocular las células. Ante resultados
negativos, hacer nuevo pasaje en una botella Roux o en un frasco rolan-
te, inoculando otros 10 ml de la mezcla de las tres botellas o frascos
de ler. pasaje. Observar aspecto de la capa celular v analizar por FC. Si
nuevamente no se aprecia efecto citopatico y ¢s negativo en FC, se reali-
Za un tercer pasaje igual al segundo. Si el tercer pasaje también cs nega-
tivo, la vacuna es considerada inocua. La prueba de FC, realizada con
material del primer pasaje, puede ser positiva si el antigeno inoculado
tiene un alto titulo fijador de complemento, por lo que se recomienda
suprimir esta prueba con material del primer pasaje.

2. Vacunas con Hidréxido de Aluminio y Oleo

Mezclar 100 ml de vacuna con 25 ml de cloroformo, agitar y centrifu-
gar. Eliminar el sobrenadante y eluir el antigeno del hidréxido de aju-
minio con el tampén de eluccién (Apéndice 2). concentrar 25 veces
con polietilenoglicol 8000 (PEG) e inocular 3 botellas de Roux o 3
frascos rolantes con 1 mi de antigeno concentrado. Realizar los restan-
tes pasos igual a como se ha indicado anteriormente. Para mis detalles
ver Manual de Procedimientos para el Control de Vacuna Antiaftosa.
CPFA, Serie de Manuales Técnicos ntim. 2, 1980,

Anexos 247

APENDICE 2

BUFFER FOSFATO (P/ELUCCION DE VIRUS)

Fostato Dipotasico — 158,85 g (Disolver en bafio Maria)
Fosfatc Monopotdsico — 39,19¢

H,O destilada c.s.p. — 1000 mi

pH = 7,4

Esterilizar en autoclave
Fraccionar y guardar en 4°C.

Dosis protectora bovino 50 por ciento (DPBs,) para vacunas oleosas
(emulsion primaria) (Técnica en estudio).

Bovinos: Tendran mds de 18 meses de edad Y presentaran las carac-
teristicas indicadas en el control de inocuidad en bovinos: Manual de
Procedimientos para el Control de las Vacunas Antiaftosas. Serie de Ma-
nuales Técnicos nam. 2 CPFA, 1980.

Dilucion de la vacuna: Se preparardn las diluciones 1:4, 1:6, 1:64 y
1:256, utilizando como diluyente una emulsion primaria preparada igual
que la vacuna, pero sin antigeno.

Vacunacién: Con la vacuna pura y con cada dilucién y para cada
valencia a ser estudiada se vacunardn 5 bovinos, por via intramuscular
y con la dosis indicada por el laboratorio productor.

Comprobacion. Los 5 bovinos vacunados con cada una de las dife-
rentes diluciones y 2 testigos serdn inoculados entre 30 y 90 dias des-
pués de la vacunacion, por via infradermolingual con 10% DI, bovino/
ml. en cuatro puntos, a razoén de 0,25 ml por punto. La cepa de compro-
bacion serd homologa a la utilizada en la elaboracion de la vacuna.

Lectura: Entre los 5y 7 dias después de la inoculacion, se observa-
ran las lesiones podales.

{nterpretacion: Las DPBs, serdn calculadas por Spearmann-Kirber
a partir de los resultados de ia proieccidn a la generalizacion podal. Se
considerardn bovinos protegidos aquellos que no presenten lesiones po-
dales en ninguna pata.

Para que la prueba tenga vajor es necesario que haya presentado unas

endiente normal.

Dosis protecrora cobavo 50 por cenic (DFC i pova vam
feniulsion primariat (7 estudlod
vias. Seousaran :
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Dilucién de la vacuna: Se prepararan las diluciones 1:4,1:16,1/64
y 1:256 utilizando como diluyente una emulsion primaria preparéda
igual que la vacuna pero sin antigeno.

. I{acunacio’n: Con la vacuna normal v con cada una de las cuatro
dllu_cwnes seran vacunados por via intramuscular con 1:20 de la dosis
bovino, 6 cobayos para cada valencia que la vacuna a ser controlada.

Comprobacio’n: Los 30 cobayos vacunados para cada valencia y 6
testigos, 30 dias después de la vacunacion, seran inoculados con la cepa
hpm(’)loga a la utilizada en la elaboracién de l1a valencia a controlar. Los
virus de comprobacion estaran adaptados a cobayo. Cada animal serd
inoculado por via intradermoplantar con 0,1 m! de una suspension de
virus que contenga 10* DGs, cobayo/ml.

Lectura: A los 3 y S dias después de la inoculacién se observaran
las lesiones podales.

Interpretacion: Las DPCy, seran calculadas por Spearmann-Kirber
a partir de los resultados de proteccion a la generalizacién podal. Se
considerardn cobayos protegidos aquellos que no presenten lesiones
podales en las patas no inoculadas.

Para que la prueba tenga valor es necesario que haya presentado una
pendiente normal.

Dosis protectora suino (porcino) 50 por ciento (DPSs,) para
vacunas oleosas ( emulsién doble) (Técnica en estudio)

Porcinos: Se usardn porcinos de 2 a 3 meses de edad que no hayan
padecido Fiebre aftosa, ni hayan sido vacunados contra ella, procedien-
dq de planteles no vacunados. Estarén en buen estado sanitario y de nu-
tricion. Ademds, esos porcinos no presentardn anticuerpos anti-VIA ni
neutralizantes de Fiebre aftosa detectables por seroproteccidn o sero-
neutralizacion.

Dilucion de la vacuna: Se preparan diluciones 1:3, 1:9y 1:27 en
diluyente inerte, pudiendo utilizarse el siguiente:

CO; Na 0.53

CO3 HNA 16.80 ¢
Na C} 85.00¢
Agua destilada 10.001

. Vacunacién: Con la vacuna normal y con cada una de las tres dilu-
ciones serdn vacunados por la via y con la dosis indicada por el labora-
torio productor. 6 porcinos para cada valencia de la vacuna a ser contro-
lada.

Comprobacion. Los 24 porcinos vacunados para cada valencia v 2
testigos serén inoculados 30 dias después de la vacunacion con la cépa
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homéloga a la utilizada en la elaboracién de la vacuna. La comproba-
cién de los porcinos vacunados vy testigos serd realizada inoculdndolos
en un punto de cada taléon de una pata posterior con 0,2 ml de una sus-
pension virulenta de origen bovino o porcino que contenga 10* DL,
RL/0,4 ml.

Lecturas: Los porcinos seran revisados entre los 5 y 7 dias después
de la inoculacidn, observindose las lesiones podales.

Interpretacion: Las DPS;, serdn calculadas por el método de Spear-
mann-Kédrber a partir de los resultados de proteccién a la generalizacion
podal. Se consideraran porcinos protegidos aquellos que no presenten
lesiones podales en las patas no inoculadas.

Para que la prueba tenga valor es necesario que haya presentado una
pendiente normal.

Dosis protectora cobayo 50 por ciento (DPCs,) para vacunas
oleosas (emulsion doble) (Técnicas en estudio)

Cobayos: Se usaran cobayos de tres o mds meses de edad, con 550
* 50 g de peso en buen estado sanitario y con el epitelio plantar depig-
mentado.

Dilucion de la vacuna: Se prepararin las diluciones 1:3,1:9y 1:27,
utilizando como diluyente el PBS.

Vacunacion: Con la vacuna normal y con cada una de las diluciones
seran vacunados por via intramuscular con 1:20 de la dosis bovino, 6
cobayos para cada valencia de la vacuna a ser controlada.

Comprobacion: Los 24 cobayos vacunados para cada valencia y 6
testigos a los 30 dias después de la vacunacion sera inoculados por via
intradermoplantar en una pata con 0,10 ml de una suspension virulenta
que contenga 10* DG, cobayo/ml. El virus de comprobacién estard
adaptado a cobayo y serd homologo al utilizado en la produccion de
vacuna.

Lectura: A los 3 y 5 dias después de la comprobacion se observaran
las lesiones podales.

Interpretacion: Las DPC,, serdn calculadas por Spearmann-Kérber
a partir de los resultados de proteccidbn a la generalizacion podal. Se
consideraran cobayos protegidos aquellos que no presenten lesiones
podales en las patas no inoculadas.

Para que la prueba tenga valor es necesario que haya presentado una
pendiente normal.

Dosis protectora cobayo 50 por ciento { DPCs, ) para vacunas
hidroxido-saponinadas {Técnica en estudio)
Cobayos: Se usardn cobayos de tres o mds meses de edad. con
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550 = 50 g de peso, en buen estado sanitario y con el epitelio plantar
depigmentado,

Dilucion de la vacuna: Se preparardn las diluciones 1:3, 1:9 v 1:27
utilizdndose el diluyente:

CO;NA 0.53

CO;HNa 1680 ¢
Na (i 85.00 g
Agua destilada 10.001

Vacunacion: Con la vacuna normal y con cada una de las tres dilu-
ciones serdn vacunados por via subcutanea con 1:20 de la dosis bovino,
6 cobayos para cada valencia de la vacuna a ser controlada.

Comprobacién: Los 24 cobayos vacunados para cada valencia y 6
testigos serdn inoculados 21 dias después de la vacunacién con la cepa
homologa a la utilizada en 1a elaboracion de la valencia. Los virus de
comprobacion estarin adaptados a cobayo. Cada animal serd inoculado
por via intradermoplantar con 0,1 ml de una suspension de virus que
contenga 10° DG;, Cobayo/ml.

Lectura: Los cobayos seran revisados a los tres y cinco dias después
de la inoculacién, observandose las lesiones podales.

Intepretacién: Las DPCs, serin calculadas por el Spearmann-
Kirber a partir de los resultados de proteccion a la generalizacidn podal.
Se considerardn cobayos protegidos aquellos que no presenten lesiones
podales en las patas no inoculadas.

Para que la prueba tenga valor es necesario que haya presentado una
pendiente normal.

ANEXO 6. DIRECTIVAS PARA CONTROL OFICIAL DE CALIDAD
DE VACUNAS CONTRA LA FIEBRE AFTOSA CON ADYUVANTE
OLEOSO, Y DIRECTIVAS CONVENCIONALES PARA LA MAYOR
DURACION DE LA INMUNIDAD*

(Ejemplo de directivas en un pais dentro del area infectada)

1. Souicitup DE REGISTRO

El establecimiento fabricante oficial o privado solicitara registro del
producto. observando lo dispuesto en la legislacién vigente v haciendo
contar en el Informe Técnico: la composicion, el proceso de produccion,
la formulacidn, las caracteristicas fisico-quimicas y las propiedades
biolégicas, indicando el grado de proteccién conferido en la pPrimoy en
la revacunacién de la especie animal a la que se destina la vacuna, asi
como ¢l modo y ¢l esquema de vacunacion, segin la especie y la edad
del animal.

Deberan también adjuntarse los resultados de las diversas pruebas
efectuadas por la industria productora. inclusive las referentes a efi-
ciencia del producto.

Siendo los documentos presentados sobre la vacuna adecuados y
aceptados, ¢l laboratorio productor tendré ¢l pedido de registro conce-
dido v autorizada la fabricacion de la partida de registro. 14 que no po-
drd contener menos de 50.000 dosis, elaboradas segan ol proceso indus
trial indicado en el Informe Técnico.

I1. CoLEcTA DE MUESTRAS
La colecta de muestras de vacuna para la realizacion del
1

de calidad sord efectuado en ¢ producto final en envase
observindose el mismo procedimisnto adopiado pare las demids s

antiitosy,
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II1. CoNTROL DE CALIDAD

1. Pruebas fisico-quimicas.

Se procederd de acuerdo con las indicaciones del laboratorio pro-
ductor, y que constan en el Informe Técnico del producto.

2. Pruebas de esterilidad.

La vacuna debe ser estéril y la metodologia de prueba serd la mis-
ma utilizada para las vacunas hidroxido-saponinadas.

En caso necesario serdn adoptados procedimientos especiales apro-
piados a cada vacuna.

3. Pruebas de inocuidad.

3.1. Control de virus activo.

El laboratorio productor realizara pruebas sobre la no infecciosidad
del antigeno después de inactivado y el producto final terminado.

El control oficial sera realizado solo en el producto final envasado,
utilizando los mismos métodos y procedimientos adoptados para las
vacunas hidroxido-saponinadas. En caso necesario seran utilizadas otras
pruebas adecuadas al tipo de vacuna bajo control..

3.2. Control de tolerancia.

Serd realizado en animales vacunados, sometidos a las pruebas de
inmunidad y de experimentos a nivel de campo. Tendiendo a la observa-
cion de reacciones locales, generales y a los efectos colaterales, inclusive
con inspeccion de carcasas en matadero bajo Inspeccion Federal, para
efectos de verificacidén de lesiones. Deberdn constar en los respectivos
rotulos e instrucciones de uso, con el fin de alertar al criador, sobre el
aparecimiento de posibles reacciones o efectos colaterales atribuibles
al producto.

4. Pruebas de inmunidad.

Este control tiene por objeto determinar la proteccién conferida
por la vacuna, a corto y a largo plazo.

Hasta que se disponga de informaciones con otras técnicas, serd
utilizada la proteccién a la generalizacion podal, adoptiandose los si-
guientes procedimientos:

4.1. Pruebas en bovinos.

4.1.1. Pruebas a los 30 dias post-vacunacion (30 DPV).

a) Vacunacion: Seran utilizados bovinos adultos erntre 18 y 24 me-
ses de edad y vacunados por via intramuscular profunda. en la tabla
del pescuezo. en la dosis de 5 ml.

b) Comprobacién: 30 DPV.

¢j Lectura: Unica al 70. dia después de la comprobacion.

d) Interpretacion: Para que la prueba tenga valor es necesario que

al racnina e2a concide-
haya presentade un desarrolle normal, y para que la vacuna sea const
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rada aprobada debe proteger como minimo 13/16 animales vacunados.

Observacion: Tratindose de vacunas cuyo vehiculo utilizado en su
formulacion permita el uso del mismo diluente usado en las vacunas
convencionales, las mismas seran aferidas en términos de inmunidad
a los 30 DPV a través de la prueba de Potencia bovina (Pb) observando-
se los criterios vigentes para aprobacién.

4.1.2. Pruebas de duracién de inmunidad.

a) Vacunacion: bovinos jévenes entre 6 y 12 meses de edad, vacuna-
dos por via intramuscular profunda, en la tabla del pescuezo, con una
dosis de 5 ml.

b) Revacunacion: alos 90 DPV.

¢) Comprobacion: 180 DPR.

d) Lectura: revisién tnica al 7o. dia después de la comprobacion.

e) Interpretacién. la prueba s6lo sera considerada vélida si presenta
desarrollo normal y la vacuna sera considerada aprobada cuando proteja
como minimo 08/1'6 animales revacunados.

4.2. Pruebas en porcinos.

a) Vacunacion: serin vacunados porcinos de 2 a 3 meses de edad
de acuerdo con las indicaciones del laboratorio productor.

b) Comprobacion: alos 30 y 120 DPV.

¢} Lectura: revision Gnica al 5o. dia después de la comprobacion.

d) Interpretacién: la prueba solo serd considerada vélida si presenta
desarrollo normal y la vacuna sera considerada aprobada cuando prote-
ja 12/16 y 08/16 animales a los 30 y 120 DPV, respectivamente.

4.3. Pruebas por métodos indirectos.

Concomitantemente con los métodos directos se realizardn pruebas
en cobayos determinando el nivel de anticuerpos por seroproteccion
v/o neutralizacién, en sueros de bovinos en el momento de la compro-
bacion, para conocimiento del comportamiento de los métodos indi-
rectos con la nueva vacuna.

4.4. Estabilidad inmunogénica.

Podrd ser determinada mediante pruebas en cobayos, a los 30, 180
y 360 dias después de fabricada la vacuna. Los resultados obtenidos en
las tres pruebas no podré presentar diferencias significativas entre si.

1V. EsQuEMaA DE vacuNacion

1. Bovinos.
a) edad de primovacunacion = a partir de los 4 meses:
D) revacunacion de los primovacunados = 4 meses después de Ia

primera dosis (primovacunacién) y 2 seguir. de § en 6 moscs:
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¢) revacunaciones = de 6 en 6 meses para los demés.

2. Porcinos.

a) dosis y via indicadas por el productor.

b) esquemas de vacunacion: vacunar los porcinos a partir de los 60
dfas de edad y revacunar de 4 en 4 meses los reproductores y
matrices.

3. En caso de que el laboratorio tenga interés en aumentar el inter-

valo de revacunaciones, el registro quedara condicionado al resultado de
las pruebas oficiales.

V. DISPOSICIONES GENERALES .

1. Considerando la diversidad de dosis y vias de aplicacién de las
vacunas destinadas a bovinos, presentadas por las industrias de la espe-
cialidad, el Ministerio de Agricultura resolvio establecer la dosis unica
de 5 ml por via intramuscular profunda, en la tabla del pescuezo.

2. Los bovinos v porcinos a ser utilizados en las diferentes pruebas
deberan estar en buen estado sanitario y de nutriciéon, no haber padeci-
do de Fiebre aftosa ni haber sido vacunados contra ella y que sus sueros
no presenten anticuerpos VIA, ni neutralizantes de la virosis, detecta-
bles en pruebas de seroproteccién y/o seroneutralizacion..

3. Las pruebas de duracion de la inmunidad en bovinos vy porcinos.
solamente serdn iniciadas después de los resultados de las pruebas a los
30 DPV. Con esta finalidad sera permitido para vacunas destinadas a
bovinos, el resultado minimo de 12/16 animales protegidos a 3,00 Pb
respectivamente en las pruebas de proteccion a la generalizacion podal y
potencia bovina.

4. Serd concedido registro provisorio a la vacuna para bovinos para
bovinos y porcinos que protejarespectivamente 13/16 y 12/16 animales,
en las pruebas a los 30 DPV, quedando ese registro condicionado a los
resultados de las pruebas de duracion de inmunidad.

5. El registro definitivo del producto soclamente serd concedido des-
pués de la evaluacion de la repetibilidad del proceso de producciéon me-
diante afericion de tres (3) diferentes partidas de vacunas presentadas al
control oficial, comprobdndose esterilidad. inocuidad. estabilidad inmu-
nogénica e inmunogenicidad a los 30 DPV v 180 DPR en bovinos v a
los 30 y 120 DPV en porcinos.

6. El registro provisorio previsto en el item cuatro {4). permits
apenas el uso experimental a nivel de campo de la partida examinada
por el control oficial. sin finalidad comercial ademds de las facilidades
de los procesos de la importacion de materia prima. Los experimentos 2
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nivel de campo sblo serdn iniciados después de la autorizacién revia d
la Secretaria de Defensa Sanitaria Animal (SDSA) mediantf anali f
del protocolo presentado por las empresas interesadaé. .
N IZ. La iorp’ercializacién del producto serd permitida sélo después
e itc:r?]ct;z;l(zx;).de las pruebas de duracion de la inmunidad previstas
8. Las partidas subsecuentes yder
nos de inmunidad sélo a los 30 DPV
considerada la proteccion minima de
nos respectivamente. Para las vacunas s

cia bovina ser4 considerado el resu
tectoras.

egistro seran evaluadas en térmi-
Y para efectos de liberacion sera
13/16 ¥ 12/16 bovinos y porci-
ometidas a las pruebas de poten-
Itado minimo de tres (3) dosis pro-

Brasilia, 16 de diciembre de 1983
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