CONSERVACION DE LA VACUNA AVIRULENTA CONTRA EL

CARBUNCO

Dr. Casimiro Garcia-Carrillo *

Este trabajo tuvo como objeto el estudio de células viables
y poder inmundgeno de vacunas conservadas a temperatura
ambiente y a 37°C durante seis meses. También se estudié
la conservacidn de la vacuna en forma concentrada y diluida
a 4°C durante once afios.

La vacuna anticarbuncosa elaborada con
la cepa avirulenta de B. anthracis tipo
Sterne, es un agente inmundgeno de eficacia
reconocida y en muchos paises del mundo ha
sustituido a todos los sistemas de inmuniza-
cién contra el carbunco en los animales.

Por tratarse de una vacuna viva se reco-
mienda, para conservarla mejor, el almace-
namiento a bajas temperaturas. Original-
mente el plazo de validez de la vacuna se
estimd en tres meses (/, 2) y posteriormente
se prolongé hasta seis meses (3). En la
actualidad se acepta que puede conservarse
a 5°C por dos afios (4).

En las areas rurales de algunos paises
tropicales es un problema dificil mantener
las vacunas en refrigeracién hasta el mo-
mento de aplicarlas. Por lo tanto, tendria
gran valor en la prictica determinar cudnto
tiempo pueden conservarse las vacunas a
temperatura ambiente sin pérdida apreciable
de sus cualidades.

! Centro Panamericano de Zoonosis, Organizacién

Panamgricana de la Salud, Ramos Mejia, Buenos Aires,
Argentina.

* Medio de Gladstone—:Fildes (modificado)

Bacto Casitone “Difco’ 5g
Peptosa “Difco” g
Extracto de levadura “Difco” 8 g
Fosfato bibasico de potasio (K, HPO,) “Merck” 5g
Fosfato monobasico de potasioc (KH,PO,) “Merck” 1 g
Sulfato de sodio (Na,SO,) 02 g
Cloruro de calcio anhidro (CaCl,) 0.1g
Sulfato de magnesio (MgSO,—7 H,0),

soluci6n al 5% 1 ml
Sulfato de manganeso (MnSQ,) monohidratado,

solucién al 3% 1 ml
Citrato férrico, solucién al 1% 1 ml
Agar 25 g
Agua destilada 1,000 ml

Materiales y métodos

Vacurnas

Para elaborar la vacuna se utilizé el medio
de Gladstone—Fildes* y se empled la cepa
B. anthracis CN-3472. A partir de un
cultivo liofilizado provisto por el Dr. Sterne,
se preparé un gran ndmero de ampollas
liofilizadas. Para cada lote de vacuna se
comenzé con una ampolla, evitando los
subcultivos. La semilla se prepard en tubos
inclinados (25 < 200) y la vacuna se pro-
dujo en botellas Roux con el mismo medio
de Gladstone-Fildes. Asimismo se procurd
evitar el exceso de humedad en la superficie
de los medios. Los cultivos de 72 horas eran
cosechados con 30 ml de solucién salina y
seguidamente se adicionaban dos voliimenes
de glicerina pura neutra estéril. La vacuna
en su forma final se prepard de acuerdo con
las especificaciones recomendadas (4, 5).
Se ajustd el nimero de esporos viables a
2 X 107 por mililitro de solucién glicerina-
salina con 0.05% de saponina.

Los recuentos viables se hicieron diluyendo
en agua peptonada y sembrando 0.1 ml
en cada una de cinco placas con medio
Gladstone-Fildes, contando las placas cuyo
nimero de colonias oscilaba alrededor de
100.

Animales

Para las pruebas de potencia se utilizaron
cobayos albinos “American Short Hair”,
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machos de 500 a 700 g de peso. También se
incluyeron algunos lotes de hembras para
comparar su sensibilidad a la vacuna.

Vacunacion

La vacuna se administré en dosis de
0.5 ml que contenfan 107 esporos viables,
por via subcutdnea en la pared abdominal,
que habia sido previamente depilada.
Desafio

Se utilizé una cepa de B. anthracis tipo
Pasteur IV, cuya virulencia fue exaltada
mediante pases por cobayo. Se hicieron cul-
tivos en medio de Gladstone-Fildes y la
cosecha se suspendi6 en glicerina-salina. De
la suspensién madre del cultivo se hicieron
diluciones seriadas de razén 1/10 en solu-
cién salina-glicerina, determindndose que en
la 10°¢ (7 esporos) contenfa por lo menos
una dosis letal. Estas suspensiones se man-
tuvieron refrigeradas.

El desafio de los animales vacunados se
hizo por via intramuscular, entre los 21 y
25 dias después de la vacunacién, con 100
a 1,000,000 de dosis letales contenidas en
0.25 ml. Grupos testigo recibieron simul-
tdneamente las mismas dosis que los vacu-
nados y otros grupos adicionales fueron
inaculados con 10 y una dosis respectiva-
mente. Todos los animales se observaron
durante 10 dias.

Conservacion de las vacunas

Frascos de un lote de vacuna elaborada
18 meses antes y conservada a 4°C, se
dejaron a temperatura ambiente (£ 25°C).
Otros frascos del mismo lote se colocaron en
estufa a 37°C. A intervalos de 8, 16, 24, 60
y 180 dias se hicieron recuentos de esporos
viables y pruebas de potencia.

Otros lotes de vacuna se conservaron re-
frigerados durante 11 afios en suspension
concentrada y hasta ocho afios en forma
diluida.

Pruebas de inocuidad

Dos bovinos y dos ovejas se inocularon
con cinco dosis de vacuna saponinada lista

para el uso; otros dos bovinos y dos ovejas
recibieron 10 dosis. Estos animales presen-
taron en el punto de inoculacién reacciones

iocales de 5 a 12 cm que desaparecieron en
15 dias.

Resultados

Vacuna conservada en refrigeracion

Se hicieron recuentos de esporos viables
en 11 lotes de vacuna elaborada en el Centro
Panamericano de Zoonosis y conservada en
refrigeracién durante periodos de hasta 11
afios. Un solo lote de vacuna tuvo pérdida
notoria de su viabilidad durante el almacena-
miento en forma concentrada a 4°C, dis-
minuyendo los esporos viables un 56% a los
cinco afios y un 79% a los 10 afios. En los
10 lotes restantes de vacuna no hubo pérdida
apreciable en el nimero de esporos durante
el periodo de observacién. La disminucion
maxima observada en uno de los lotes fue de
27% a los cuatro afios de elaborado; dicha
diferencia no aumenté en los 10 afios que se
observd el mencionado lote.

El cuadro 1 muestra los resultados de las
pruebas de potencia en cobayos, de vacunas
conservadas durante 11, 8 y 3 aflos y de
vacuna recién elaborada. Se puede apreciar
que todos los cobayos vacunados resistieron
el desafio con un millén de dosis letales de
B. anthracis Pasteur IV.

Vacuna almacenada a diferentes
temperaturas

En el cuadro 2 se puede observar que no
hubo pérdida de viabilidad después del
almacenamiento de la vacuna a temperatura
ambiente y a 37°C durante seis meses.
Tampoco hubo diferencia en la inmunidad
conferida por la vacuna mantenida a 4°,
25° y 37°C. Con excepcién de un cobayo
vacunado con vacuna mantenida a 37°C y
expuesto a 100,000 dosis letales, todos los
deméas resistiecron el desafio de 100,000
dosis letales a los 21 dias de vacunados.
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Conservacion de la cepa de desafio

La suspensién de Pasteur IV empleada en
el desafio se mantuvo en suspensién con
glicerina-salina durante cinco afios (maximo
observado) sin disminucién de su recuento
viable ni virulencia. La dilucién 1078, con
28 esporos viables por ml, contenia una dosis
letal para el cobayo en 0.25 ml.

Sensibilidad de los cobayos a la
vacuna por sexo

Todos los cobayos experimentaron fuerte
reaccién posvacunal en el punto de inocula-
cién de la vacuna (saponinada al 0.05%).
Asimismo mostraron inflamacién edematosa
a las 24 horas e induracién algunos dias més
tarde, que en algunos casos llegé a producir
una zona necrética. En los machos de peso
superior a los 500 g las lesiones de necrosis
se curaron en pocos dias o no llegaron a
producirse; sin embargo, las hembras de
igual peso presentaron siempre grandes
zonas necroticas y abscesos que daban lugar
a heridas abiertas.

No se observd diferencia entre machos y
hembras en relacién con la inmunidad con-
ferida por la vacuna.

Discusion

Se sabe que los esporos de B. anthracis
son muy resistentes a los agentes fisicos y
quimicos y pueden permanecer muchos afios
vivos en la naturaleza. A pesar de ello, se
estima que las suspensiones de vacuna pier-
den su viabilidad muy facilmente.

Sterne (Z, 2) habia estimado en tres meses
el periodo de validez de su vacuna. Sin
embargo, trabajos posteriores demostraron
que el tiempo Util de una suspensién vacunal
podria prolongarse hasta dos afios.

Es verdad que al examinar distintos lotes
de vacunas comerciales aparecen algunas
con muy bajos recuentos viables y otras con
pérdida rapida de su viabilidad, lo cual
influye sobre su poder inmunogénico.

Los resultados obtenidos en este trabajo
hacen pensar que la conservacién de los
esporos de vacuna tipo Sterne depende esen-

cialmente de la elaboracién de la vacuna.
Cuando se logra evitar la disociacién de la
cepa, y la esporulacién es abundante, como
ocurre en el medio de Gladstone-Fildes, es
de esperar que se conserve la vacuna en re-
frigeracién por periodos superiores a 10 afios
y que resista las temperaturas de estufa
durante més de seis meses.

Los hallazgos de este trabajo pueden
tener aplicacién préctica en paises tropicales,
en algunos de los cuales el carbunco consti-
tuye un grave problema y el manejo de la
vacuna en refrigeracién en el campo es
dificil.

La diferente sensibilidad de machos y
hembras a las reacciones locales confirmaria
la importancia de las recomendaciones exis-
tentes de usar cobayos machos en las prue-
bas de potencia en el laboratorio. La
diferencia parece radicar en mayor suscepti-
bilidad de la hembra a la saponina que
contiene la vacuna.

Resumen

Se hicieron recuentos de esporos viables
y pruebas de potencia en cobayos en lotes
de vacuna anticarbuncosa avirulenta conser-
vados en refrigeracién durante varios afios.
De 11 lotes examinados uno perdié el 79%
de los esporos vivos durante 10 afios, mien-
tras que la pérdida mayor observada en los
10 lotes restantes fue de 27% durante el
mismo periodo.

Cobayos inmunizados con vacuna man-
tenida en suspensién madre (concentrada)
durante 11 afios, o diluida durante cinco
afios, resistieron el desafio con 1,000,000 de
dosis letales, de la cepa B. amthracis tipo
Pasteur 1V.

El almacenamiento de la vacuna a 25 y
37°C durante seis meses no afecté el nimero
de células viables ni su poder inmundgeno
para cobayos.
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Effectiveness of attenuated anthrax vaccine stored at different temperatures (Summary)

The effectiveness of attenuated anthrax vac-
cine stored at 4°C for a number of years was
investigated by performing potency tests and
counting viable spores. Of 11 batches ex-
amined, one showed a 79 per cent reduction
in viable spores over a ten-year period. The
maximum reduction observed in the other 10
batches over 10 years was only 27 per cent.

Guinea pigs immunized with vaccine stored
in a concentrated suspension for 10 years, or
in a dilute suspension for five years, resisted
the challenge of 1,000,000 lethal doses of B.
anthracis, type Pasteur IV.

Storage of the vaccine at 25°C and 37°C
for six months did not affect the number of
viable cells or its immunogenic effect on guinea
pigs.

Conservacdio a diferentes temperaturas da vacina ndo virulenta conira o
carbinculo (Resumo)

Y

Procedeu-se & contagem de esporos, bem
como a testes de poténcia em cobaias, de lotes
de vacina anticarbunculosa ndo virulenta
conservados em refrigeragio durante virios
anos. De 11 lotes examinados, um perdeu 79%
dos esporos durante 10 anos, ao passo que a
maior perda observada nos 10 lotes restantes
foi de 27% no mesmo periodo.

As cobaias imunizadas com vacina mantida
na suspensio inicial (concentrada) durante 11
anos, ou na solu¢do diluida durante 5, resis-
tiram ao desafio de uma dose letal de 1.000.000
de unidades, de B. anthracis tipo Pasteur IV.

O armazenamento da vacina a 25° e 37°C
durante seis meses ndo modificou o nlimero de
células potencialmente vivas nem seu poder
imunogénico nas cobaias.

Conservation du vaccin anti-anthracique avirulent & différentes
températures (Résumé)

On a dénombré les spores viables et effectué
des épreuves d’efficacité dans un lot de vaccin
anti-anthracique avirulent conservé a 4°C
pendant plusieurs années. Sur 11 lots examinés,
un seul a perdu 79% de sa viabilité apres une
période de 10 ans, alors que la perte la plus
élevée enregistrée parmi les autres lots a été
de 27%. Les cobayes immunisés avec ce
vaccin, conservé sous une forme concentrée

pendant 10 ans, ou dilué pendant cinq ans, ont
résisté a Dépreuve de confrontation de
1.000.000 de doses léthales de B. anthracis,
type Pasteur IV.

La conservation 4 25 et 37°C pendant une
période de six mois n’a pas affecté la viabilité
de ce vaccin ou son pouvoir immunogéne chez

les cobayes.



