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ALGUNOS ENSAYOS SOBRE PRODUCCION DE VACUNAS ANTIAFTOSAS INACTIVADAS,
A PARTIR DE VIRUS MULTIPLICADO EN CONE JOS NEONATOS

Dr. Daniel Abaracén*

1. INTRODUCCION

El uso de virus aftoso multiplicado en ga-
zapos lactantes para la produccién de vacu-
nas inactivadas fue referido por varios auto-
res (1) a (7) algunos afios atras. A pesar del
tiempo transcurrido desde entonces, la biblio-
grafia sobre el tema es particularmente esca-
sa, incompleta y a veces reticente y contra-
dictoria.

En el Brasil, durante los iltimos afios
estas técnicas tomaron un desarrollo indus-
trial de gran importancia, llegando en el afio
1970 a cubrir un 70% de la produccién nacio-
nal de vacunas. Las técnicas de produccidn
seguidas por los distintos laboratorios indus-
triales eran un tanto empiricas, adoptadas en
general por analogia con otros métodos d:
produccién, Frenkel, Waldmann, etc.

La falta de informacion sobre la verdadera
eficacia inmunogénica de los virus multipli:
cados en gazapos lactantes era casi total.
Solamente el Instituto Bioldgico de Sdo Pau
lo habia realizado alguna prueba con vacu-
nas experimentales, sobre pocos bovinos, con
resultado alentador. El comportamiento de las
vacunas en el campo no era satisfactorio
frente a los virus actuantes en ese momento.

Frente a esa situacidn, se decidid reali-
zar en el Centro Panamericano de Fiebre Af-
tosa algunas experiencias, buscando obtener
respuestas practicas para las principales in-
terrogantes planteadas en torno a este tipo de

vacunas.
.

2. MATERIAL Y METODOS

Gazapos

Se utilizaron gazapos de 3 a 5 dias de
edad producidos en el Centro. En algunos en-
sayos. se usaron varios centenares de gaza-
pos que fueron facilitados por el Instituto de
Pesquisas Veterinarias "Desidério Finamor",

Los gazapos fueron inoculados por via in-
tramuscular o intraperitoneal y luego conser-
vados a temperatura proxima a 26° C, separa-
dos de sus madres. Cuando las cepas de vi-
rus estan adaptadas, las muertes de los ga-
zapos ocurren entre 20 y 30 horas. A medida
que mueren se pasan a un congelador a -20°
C donde son conservados hasta el momento
del proceso del material.

Cepas de virus

Se utilizaron las cepas de virus Az, (ce-
pa Cruzeiro), O4 (cepas Campos y Brasil 70),
Cs (cepa Resende) y C: (cepa Pando). La
adaptacién se comenzé a partir de virus cul-
tivado en BHK de muy bajo nimero de pases.
En general se logré buena adaptacién al co-
nejo entre el tercero y sexto pase en esta es-
pecie. Los primeros pases de los virus Ao,
y O, Brasil 70 fueron facilitados por inocula-
cién previa de los gazapos con 1 ml de metil-
cortelona Schering (25 g de acetato de pred-
nisolona) por via subcutdnea.

Suspensién virulenta
Se prepard a partir de la carcasa de los ga-
zapos, desprovistos de visceras abdominales,
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cuero y cabeza. En un ensayo se usé todo el
cuerpo del gazapo eliminando dnicamente las
visceras abdominales y extremos de las pa-
tas.

Como diluyente se uso solucion salina
bufferada con buffer de fosfato 0,04 M a pH
7,6 o agua destilada con 0,25% de buffer gli-
cocola, elaborado de acuerdo con la siguien-
te férmula: hidréxido de sodio - 50,5 g; cloru-
ro de sodio - 100,4 g; glicocola - 158,0 g, y
agua destilada c.s.p. 1.000 ml, pH 9,8 a 10,2.

Luego de algunos ensayos preliminares se
establecié como técnica provisoria para los
ensayos de vacunas el siguiente procedimien-
to:

Suspensién del material virulento del 15
al 20% en uno de los diluyentes anteriores,
adicién de cloroformo al 5% y trituracién_en
un aparato Waring Blendor, centrifugacion por
30 minutos a 2.500 revoluciones por minuto
(aproximadamente 1.300 g). Nuevo tratamien-
to del sobrenadante por 2,0% de cloroforme en
el Waring Blendor y nueva centrifugacion
igual a la anterior.

Inactivantes

La inactivacién fue efectuada por trata-
miento con formalina MERCK (37% de formal-
dehido) al 0,08%, a 26° C durante 48 horas,
sobre la mezcla suspension virulenta/hidré-
xido de aluminio, o por acetiletileneimina al
0,05%, a 37° C durante 24 horas, sobre la
suspension virulenta.

Prueba de inocuidad

La prueba de no infectividad se realiz6 en
todos los casos en no menos de 100 ratones
lactantes por inoculacién intramuscular con
0,05 ml de mezcla virus/hidroxido en el caso
de inactivacién por formalina, o de suspen-
sién virica inactivada en el caso de inactiva-
cién por AEL

También con las suspensiones viricas

inactivadas con AEI se inocularon 4 cultivos
de células BEK en botellas de Roux, con'5

ml de virus inactivado y se realizaron tres |

pases sucesivos con 48 horas de intervalo.
El liquido del ultimo pase fue sometido a
prueba de fijacién del complemento e inocu-
lacién en 2 grupos de 8 ratones lactantes.

Los resultados fueron en todos los casos:
vacuna inocua.

Adyuvantes

Se us6 hidréxido de aluminio con una con-
centraciéon de 2,0% expresado en Al.Os, en
los voliimenes indicados en cada experimento.

Se usé saponina de Food Industries Ltd.,
partida PQ7-7/7/69. Esta partida ya fue ex-
perimentada anteriormente en cuanto a su efi-
cacia como adyuvante.

Pruebas de adsorcién del hidroxido de alu-

minio

Cada partida de hidréxido de aluminio pro-
ducida, es sometida a ensayo en cuanto a su
poder adsorbente sobre el virus contenido en
una suspensidén virica preparada como las
suspensiones viricas para usar en vacunas.
La prueba consiste en mezclar una cantidad
de hidréxido de aluminio a pH 8,0 con la sus-
pension virica sin inactivar. El volumen de
hidréxido de aluminio en esta mezcla es de
20 a 40% del total. Se deja en contacto bajo
agitacién a temperatura ambiente durante 2
horas. Cumplido ese plazo se toma una mues-
tra de esa mezcla y se guarda a 4° C durante
el tiempo necesario para que otra muestra
igual sea sometida a una centrifugacién en
centrifuga refrigerada por 30 minutos a 2.500
revoluciones por minuto (aproximadamente
1.300 g). Luego se corren dos titulaciones
simultdneas de la mezcla total (muestra 1)
y del liquido sobrenadante de la muestra cen-
trifugada (muestra 2). Se acepta en general
que un buen hidréxido de aluminio debe dar
una diferencia entre ambos titulos de por lo
menos 3 unidades logaritmicas.

Bovinos

Se usaron 194 bovinos de raza Hereford,
nunca vacunados ni expuestos a contacto con
fiebre aftosa, de edad entre 15y 20 meses en
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el momento del comienzo de las pruebas y
con un peso de aproximadamente 250 kg. Los
bovinos constituian un grupo homogéneo,
criados en un establecimiento libre de fiebre
aftosa por mas de 9 afios y en ese mismo es-
tablecimiento fueron mantenidos durante las
pruebas. La integracion de los grupos de bo-
vinos adjudicados a cada vacuna se hizo en
todos los casos por un riguroso sistema de
distribucion al azar por sorteo. Cada grupo
tenia desde un minimo de 8 bovinos hasta un
maximo de 16. Los bovinos fueron sangrados
antes de vacunar y varias veces después de
la vacunacidén o revacunacién, segin la fre-
cuencia indicada en cada experiencia. La es-
timacién de inmunidad se hizo por medicién
de anticuerpos circulantes por la técnica del
Indice de Seroproteccion, de R. CUNHA et
al. (8).

Ensayos de conservacion de las vacunas y
del material virico .
Para estos ensayos las vacunas envasa-

das fueron conservadas en camara fria a tem-
peratura de 4° C y el virus (pasta de conejo)
fue conservado en congelacién a temperatura
de -20° C en congeladoras del mismo tipo de
las usadas por la industria.

3. RESULTADOS
ENSAYOS PRELIMINARES

Adaptacién de las cepas de virus

La adaptacién de los virus a conejos lac-
tantes se logré facilmente y en pocos pases.
Una vez que las cepas se han adaptado, e
inoculando los gazapos por via intramuscular
o intraperitoneal, se produce la muerte entre
las 20 y 36 horas, luego de presentar los
sintomas caracteristicos. Los titulos infec-
tantes obtenidos, ya sea en titulacién en ra-
tones lactantes o en cultivos celulares en tu-
bos o por formacidén de placas fueron, en to-
das las cepas de virus estudiadas,consisten-
temente elevados. Los titulos de fijacion del

complemento también fueron consistentemente
elevados. El Cuadro 1 muestra algunos ejem-
plos de adaptacion.

Condicion general de los gazapos en el mo-

mento de la inoculacion

Se encontraron grandes diferencias entre
los titulos de los virus obtenidos cuando fue-
ron multiplicados en gazapos en excelente
estado nutritivo y con buena vitalidady cuan-
do los mismos virus fueron inoculados a ga-
zapos en mal estado nutritivo (Cuadro 2).

En algunos ensayos en los que se inoculé
simultaneamente una mitad de la camada y se
dejé separada de la madre, y la otra mitad
se dej6 con la madre, no se observé diferen-
cia en el tiempo necesario para producir la
muerte, ni en el titulo de los virus obtenidos
en ambos grupos.

Distribucion del virus en los diferentes

organos

No se hicieron estudios sistematicos de
la distribucién del virus en los diferentes
organos, pero en algunos ensayos se encontrd
que la carcasa y los 6rganos toraxicos, pre-
sentan los mayores titulos infectantes y fi-
jadores del complemento.

PREPARACION DE LA SUSPENSION VIRICA

Cloroformo

Para obtener una suspensién limpida es
esencial hacer algin tratamiento con cloro-
formo. Se observo que cuando el tratamiento
con cloroformo se realiza simultaneamente
con la trituracién del material en molino co-
loidal, se logra una emulsificacién del cloro-
formo en gotas mas pequefias, y con ello la
suspensién final de virus resulta mas limpi-
da que cuando la trituracién y tratamiento con
cloroformo se realizan en un triturador Waring
Blendor.

Diluyente
Como diluyente para el virus se empled:
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a) solucidén salina bufferada con tampoén de
fosfatos 0,04 M, o, b) agua destilada con
buffer glicocola al 0,25%. Ambos son apropia-
dos para realizar la suspensiéon y mantener
un pH adecuado. Si se desea congelar la sus-
pension para ser usada como virus de inocula-
cién o para titulaciones posteriores, no se
podra usar el buffer de fosfatos porque el
titulo del virus cae mucho (Cuadro 3), debido
a la inestabilidad de ese sistema buffer du-
rante el proceso de congelacion.

Contenido proteico

En las suspensiones para vacunas prepa-
radas de acuerdo con la técnica descripta en
MATERIAL Y METODOS, se encontraron los
valores de contenido proteico que se presen-
tan en forma comparativa con los valores de
suspensiones de vitus Frenkel y BHK en el
Cuadro 4.

Adsorcién del virus por el hidréxido de alu-

minio

El hidréxido de aluminio, ademas de ser
usado en la produccién de vacunas por su ac-
cién adyuvante, es también muy usado como
elemento de concentracién del virus. En el
primer caso, el poder adsorbente es funda-
mental porque la accidén adyuvante del hidro-
xido de aluminio reposa en gran parte en su
lenta elucién de virus cuando la vacuna es
inoculada. En el segundo caso es también
fundamental porque la concentracidén se basa
en adsorcién del virus por el hidroxido de alu-
minio, seguida de sedimentacién y ulterior
eliminacién del liquido sobrenadante que de-
be estar casi totalmente desprovisto de virus.

Se hicieron algunos ensayos de adsorcion
de virus, preparando la suspension virica co-
mo se hace en muchos laboratorios industria-
les, es decir, suspensién de pasta de conejo

CUADRO 1. Adaptacién de virus a conejo lactante
F.C’ b) )
T.R.L. .C.T.¢
Cepa virus Pase 90°y3u c’a) T.C.T

(Susp. 1/10)

(Susp. 1/10) (Susp. 1/10)

1 1/3 1051 /ml

0, (Bl:asil 70) 2 1/8 108’3/m1
En los primeros pases 3 1/15 1088 /m1 108+3/m1
se uso metilcortelona 4 1/6 ‘ 107496 /m1 10748 /m]
5 mg/gazapo 5 1/20 10759 /m1 107+9/m1
6 1/16 107+8/ml 108:0/m1

1 1/9 106:°/m!

C. (cepa Pando) 1/30 10727 /ml

1/45 108:0/m]

Los titulos de fijacién del complemento se refieren a la suspensién de virus al 1:10.

En las técnicas de fijacién del complemento se realiza el contacto suero/virus duran-

te 90 minutos y se usan 3 unidades de complemento 50%.

b) T.R.L.: Dosis infectantes 50% por ml de suspensién virica, sobre ratones lactantes de 6 a 8
dias de edad. )

c)T.C.T.: Dosis ‘nfectantes 50% por ml de suspensidn virica, evaluada por efecto citopatico en

cultivos celulares de células BHK-21 en tubos.

a)F.C":
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CUADRO 2. Condicion general de los gazapos

Virus (susp. 1/10) Pase Gazapos/Edad F.C’ T.R.L. T.C.T.
o s débiles - 4 dias 1/2 1073 106,56
1 fuertes - 4 dias 1/20 107,9 107,95

c 3 débiles - 4 dias 1/32 107+5 107,0

3 fuertes - 4 dias 1/50 1089 1081

débiles - 5 dias Neg. 106,3 105,8

0y 4 fuertes - 4 dias 1/6 1079 107+6

CUADRO 3, Liquido de extraccién. Conservacion de la suspension virica en buffer
glicocola o en salina bufferada 0,04 m.
Virus C Resende integral, suspensién al 20%. Doble tratamiento con

cloroformo.
Solucidn
Conservacion Salina bufferada Buffer glicocola
0,04M-pH 7,6 0,25%
T.C.T. T.R.L. T.C.T. T.R.L.
18 horas a 4° C 107:5/m1 107+3/ml 107:6/m1  107-8/ml
4 diasa 4°C 1057 /m1 10747 /m1 107:6/m1  10%9/ml
8 dias a 4°C - 106:6 /) - 106:6/m]
4 dias a -20°C | 10%7/m1  10%2/m) 1077 /mp 107+8/ml

al 20% en buffer fosfatado 0,04 M o agua des-
tilada, y un tratamiento por cloroformo a una
concentracién del 4% del peso del material
virico. En estos casos la adsorcidn fue total-
mente deficiente. El mismo hidréxido de alu-
minio frente a una suspensién de virus de
Frenkel funcioné normalmente (Cuadro 5).

En otros ensayos, usando suspensiones
viricas mejor purificadas se encontré que la
adsorcién se realiza en la misma forma que
cuando se utilizaron suspensiones viricas de
otras fuentes (Cuadro 6).

También en esos ensayos se vio clara-
mente que cuando la suspensidn virica se ha-
ce en solucién salina bufferada con buffer de
fosfatos 0,04 M, este diluyente interfiere la
adsorcién del virus (Cuadro 7).

ENSAYOS CON VACUNAS

Primera serie

Este ensayo se realizo para obtener una
informacién preliminar y de orientacion para
las pruebas posteriores.
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Vacuna bivalente A4 - O1. Cantidades para 1 litro

Virus A - suspension al 20% 250 ml
Virus O - suspension al 20% 250 ml
Hidroxido de aluminio (2,0% en

AL0,) 500 ml
Glicerina 50 ml
Saponina (sol. al 5% a pH 8,9) 20 ml
pH final de la vacuna 8,2

F.C’ T.R.L.
90’ y 3 u C’ DIso/ml
1/10 108:3/m1
1/6 107:8 /m1

CUADRO 4, Contenido proteico (g x 100 ml suspension)
Virus " Colorimetria Mét. Kjeldahl a)

O Conejo
Susp. 15% 0,45 0,51
tratado con cloroformo
A Conejo
Susp. 15% 0,55 0,55
tratado con cloroformo
C Conejo
Susp. 15% 0,45 0,55
tratado con cloroformo
Frenkel
Susp. 20% 0,40 0,49
tratado con cloroformo
Frenkel
Susp. 20% 0,57 0,65
no tratado con cloroformo
B

HK 0,35 0,32

no tratado con cloroformo

a)

Las determinaciones por el método de Kjeldah! fueron realizadas por el Dr. Pedro Carlos

. . PR . !
Mancuso, del Institute de Pesquisas Veterinarias "Desidério Finamor' y Porto Alegre,

RS, Brasil,
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CUADRO 5. Adsorcién sobre hidréxido de aluminio

T.R.L.
Hidréxido
Partida A Partida B
Susp. virus conejo 20% Mezcla virus 60%
(C Resende) en salina hidréxido ~ 40% .......... 105°/ml 106+3/m1
bufferada 0,04 M
(1 trat. cloroformo 4%) Sobrenadante .............. 105:3/m] 105:3/m1
A = 0,6 1,0
Mezcla virus 60%
hidréxido  40%........... 10749 /ml1 107:55/m1
Susp. virus Frenkel
Sobrenadante .............. 10349 /m1 102,53 /m1
A= 4,0 5,0
CUADRO 6. Adsorcién sobre hidréxido de aluminio
T.R.L
Susp. virus conejo cepa C, Susp. vIrica ....veieeeiiiaiiiiaes 108:3/m1
al 15% en agua con buffer Mezcla virus 60% -
hidréxido 40% i 107+°/ml
glicocola 0,25% -
Sobrenadante ......ceeciieeeieen 104:°%/ml
A= 5,0
Susp. virus conejo cepa O, Susp. virica ....eieiieiiiiiecnnn, 107:9/ml
al 15% en agua con buffer Mezcla virus 60% ’ 3
hidroxido 40% i 107+°/ml
glicocola 0,25% o
Sobrenadante .........ceeiiiienan 102:8 /m1
A = 4,5
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CUADRO 7.

Adsorcion sobre hidroxido de aluminio

T.R.L.

Suspension en buffer
de fosfatos 0,05 M glicocola 0,25%

Susp. vIrica «.oeeeeveesonns 107596 /;m] 10794 /m1
Susp. virus .
: Mezcla virus 60%
conelo Aza Hidréxido  40% .......... 106/86 /] 106/80 /m1
al 30%
Sobrenadante .............. 105:8/ml 10%05/m1
A = 1,06 2,75
Susp. virica ceeeeecinieenen 107446 /m1 107:13/m1
Susp. virus Mezcla virus 75%
conejo C hidréxido  25% +.evee.... 10+96 /m1 10%,86/m]
115
2 % Sobrenadante .............. 105,86 /m1 103:85/m1
AN 1,1 3,0

Los virus usados fueron suministrados por
los técnicos del Grupo Ejecutivo Estadual de
Combate a la Fiebre Aftosa (GECOFA) de
Ric Grande do Sul, y proceden de un labora-
torio industrial, estando constituidos por pas-
ta de conejo "integral'', es decir, contenien-
do la carcasa, el cuero y la cabeza de los ga-
zapos. La inactivacién fue realizada por ac-
cién de AEI al 0,05%, a la temperatura de 37°
C durante 24 horas. La vacuna fue usada a la
dosis de 4 v 16 ml, por via subcutanea, en
sendos grupos de 8 bovinos.

Como referencia se vacuné otro grupo de
8 bovinos con una vacuna producida con vi-
rus desarrollado en células BHK en cultivos
en monocamadas. Esta vacuna ya habia sido
anteriormente probada en cuanto a su poder
inmunogénico en bovinos, con resultados sa-
tisfactorios.

El Gréafico 1 muestra los valores de los in-
dices de seroproteccion obtenidos con las

tres vacunas, en el momento de la vacunacién
(0 dias), a los 21 y 90 dias postvacunacion.

Segunda serie

En este ensayo se produjo una mezcla tri-
valente de suspensiones viricas, que luego
fue dividida en 2 partes, cada una de las cua-
les fue sometida a diferentes procesos de
inactivacién, siendo una de ellas inactivada
con formalina y la otra <on AEIL

Las vacunas de cada grupo fueron proba-
das a dos niveles de dosis: 5y 10 ml. Cuan-
do se usé la dosis de 10 ml, el contenido an-
tigénico y la cantidad de hidréxido de alumi-
nio fue doble que cuando la dosis fue de 5 ml,
La concentracion de saponina en cambio, se
gradué de tal forma que en una dosis de 10 ml
la cantidad de saponina fue de 5 mg, es de-
cir, la misma cantidad que en la dosis de 5
ml.
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Como referencia se utilizaron 2 vacunas:
una bivalente de BHK ya usada en la prueba
anterior, y otra trivalente producida por el mé-
todo de Frenkel, de acuerdo con la técnica
seguida por el CPFA (9).

El detalle de las vacunas experimentales
es el siguiente:

a) Vacunas trivalentes O3 - A, - Ca,

Suspension virica. Producida a partir de
pasta de carcasa de conejos, elaborada en
escala industrial. Este virus fue facilitado al
CPFA por intermedio de los técnicos del
GECOFA, de Rio Grande do Sul, Brasil.

. F.C’ T.R.L. T.C.T.
Virus (susp. al 15%) 90’ y 30 4 C’ DI co/ml DI so/ml pH
0, 1/25 107+9 1081 7,8
Acs 1/15 103:0 107,8 7.8
Cs 1/14 108,3 107,7 8,0

b) Vacuna inactivada con formol. Cantida-
des para 1 litro. Dosis 5 ml.

Virus O - suspensién al 15% 200 ml
Virus A - suspension al 15% 200 ml
Virus C - suspensién al 15% 200 ml
Al(OH); 400 ml
luego de dos horas de contacto,

Formalina ''Fisher" 0,08%

Inactivacién a 26° C durante 72 horas
Glicerina neutra 50 ml

Saponina Food Industries (20 ml sol. al 5%,
a pH 8,0) 0,1%

pH final de la vacuna 8,3

La vacuna a ser usada en la dosis de 10
ml es esta misma vacuna, pero la concentra-
cion de saponina es de solamente 0,05%.

c) Vacuna inactivada con AEIL. La vacuna
AEI es en un todo igual a la Vacuna Formol,
con la dnica excepcidn del proceso de inacti-
vacion, que fue efectuado por adicidon de
0,05% de acetiletileneimina sobre la suspen-
sién virica y mantenida a 37° C durante 24
horas. El hidréxido de aluminio fue agregado
posteriormente,

Con cada una de las vacunas se vacuné un
lote de 10 bovinos. El Gréfico 2 muestra la
respuesta expresada en indice de seroprotec-
cidn a los 25 dias postvacunacién.

A los efectos de seguir la curva de anti-
cuerpos, se hicieron sangrias de todos los
grupos, vacunados con las vacunas experi-
mentales y el grupo vacunado con la vacuna
usada como referencia, el dia de la vacuna-
ci6n, 0 dia y a los 25, 90 y 135 dias postva-
cunacién. En ese momento fueron revacuna-
dos con la misma vacuna y dosis que en la
primera vez y las sangrias fueron repetidas
a los 21, 90 y 135 dias postvacunacién (Gré-
fico 3).

Tercera serie

En este ensayo se produjeron 2 vacunas
trivalentes con virus de conejo, a partir de
las mismas suspensiones viricas. La tnica
diferencia consistié en ia concentracién anti-
génica, que fue doble en la vacuna Exp 3/72
concentrada, que en la Exp 3/72, siendo el
volumen de la dosis y los adyuvantes exac-
tamente iguales. Tanto la adaptacién de las
cepas de virus a conejo lactante como la pro-
duccidn cel virus fueron hechas en esta opor-
tunidad en el Centro Panamericano de Fiebre
Aftosa. Como vacuna de referencia, se produ-
jo una vacuna de tipo Frenkel inactivada con
AEL
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Suspension virica al 15% para las vacunas Exp 3/72 y Exp 3/72 concentrada

. F.C’ T.R.L.

Virus 90’y 3u C’ DI so/ml D’I;.sf)}’fn.l PH
0, 1/30 107.9 1084 7,5
Aoy 1/28 1083 1085 7,3
Cs 1/20 107+9 108.3 7,7

a) Vacuna Exp 3/72. Cantidades para 1 li-
tro. Dosis 5 ml.

Virus O - suspensioén al 15% 200 ml
Virus A - suspensién al 15% 200 ml
Virus C - suspensién al 15% 200 ml

Inactivacién 0,05% AEI durante 24 horas a
37° C.

Hidréxido de aluminio pH 8,3 400 ml
Glicerina neutra 50 ml

Saponina pH 8,0 0,1%

pH final de la vacuna 8,3

b) Vacuna Exp 3/72 concentrada. Dosis
5 ml
Todo igual a la vacuna Exp 3/72 pero se
us6 doble cantidad de suspension virica y
luego de dos dias de contacto con el hidroxi-
do de aluminio y sedimentacion del mismo, se
eliminé un volumen de liquido sobrenadante
igual al 50% de la suspension virica usada.

Suspensidn virica para la vacuna Exp 4/72. Virus Frenkel

Virus F.C’ T.R.L. T.C.T.

90’y 3uC’ DIso/ml DIso/ml

0, 1/12 10753 /m) 107+5/m1

Ass 1/14 1073 /m1 107! /ml

Cs 1/22 107-96 /m] 107-8/m1
¢) Vacuna Exp 4/72 (Virus Frenkel). Can- Glicerina 60 ml
tidades para 1,2 litros. Dosis 5 ml. Saponina pH 8,0 0,1%
Virus O3 400 ml pH final de la vacuna 8,2

Virus A,, 400 ml
Virus C; 400 ml
Inactivacién con AEI a 37° C durante 24 horas
Hidroxido de aluminio pH 8,3 800 ml
La mezcla se deja sedimentar en camara
fria durante 48 horas. Luego se elimina 800
m] de liquido sobrenadante. Asi cada 1 ml de
vacuna contiene el equivalente a 1 ml de sus-
pensién virica. Luego se adiciona:

El Grafico 4 muestra los resultados obte-
nidos a 0, 21, 90 y 135 dias de la primera va-
cunacién y a los 21 dias después de la reva-
cunacién con estas 3 vacunas, aplicadas en
sendos grupos de 16 bovinos, con una edad
de 18 a 20 meses en el momento de la prime-
ra vacunacion.
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CONSERVACION DE LAS VACUNAS A 4° C,
DURANTE PERIODOS PROLONGADOS

La vida util de las vacunas conservadas a
4° C ofrece obvio interés y se ensay6 con va-
cunas de la primera y segunda serie. Para
ello se vacund sendos grupos de 8 bovinos al
82 y 132 mes después de la elaboracion, con
las siguientes vacunas: virus conejo 4 ml de
la primera serie; vacuna control BHK de la
primera serie, y vacuna inactivada con formol,
dosis 5 ml de la segunda serie.

El Grafico 5 muestra los resultados expre-
sados en ISP a los 21 dias después de la va-
cunacion.

En las vacunas de la primera serie vemos
que, mientras la vacuna BHK mostré muy po-
ca calda de su poder inmunogénico en sus
dos valencias durante los 13 meses de su
conservacién a 4° C, la vacuna de virus co-
nejo mostré una excelente conservacién de
su componente A.s y una calda pronunciada
de su componente O, desde el 82 mes.

En la vacuna de la segunda serie observa-
mos una conservacion normal de las tres va-
lencias inclusive del componente O. En am-
bos casos el componente O era del subtipo
04, pero no la misma cepa.

CONSERVACION DE LA EFICACIA
INMUNOGENICA DE LOS VIRUS DE CONE]JO
MANTENIDOS EN CONGELACION A -20° C

La forma habitual de conservar los virus
producidos en conejo para su utilizacidon en
vacunas es en congelacidn a -20° C. Los Cua-
dros 8 y 9 muestran que los titulos infectantes
y fijadores del complemento sufrieron muy po-
ca variacion en periodos de aproximadamente
1 afio.

Para evaluar la eficiencia inmunogénica
de esos virus, se produjo vacunas reprodu-
ciendo exactamente el protocolo de elabora-
cion usado en la primera vez. El componente

A de las vacunas de la primera serie mantuvo
su poder inmunogénico inalterado, mientras

que el componente O ya habia caido al 82 mes
de conservacidn. En los virus de las vacunas
de la segunda serie no hubo caida de ningunoc
de los tres virus (Grafico 6).

4, DISCUSION

En los ensayos preliminares se encontré
que la adaptacion del virus a conejos lactan-
tes es facil y se logra en pocos pases, lo que
disminuye el riesgo de modificaciones inde-
seables del virus destinado a produccién de
vacunas inactivadas.

Las instalaciones y equipos necesarios
para produccién de vacunas por este método
son minimos.

La tecnologia de la produccién de vacu-
nas por este método debe ser establecida por
trabajos experimentales que abarquen todos
los aspectos de la produccién, desde los co-
nejos lactantes y el virus de inoculacidn,
hasta la vacuna final. El proceso de produc-
cion no puede ser simplemente copiado de
técnicas de produccién de vacunas que usan
otras fuentes de antigeno. En los ensayos
preliminares llevados a cabo en el CPFA se
observaron grandes diferencias de resultados
con pequefias modificaciones de técnica.

Para los ensayos con vacunas se adopté
una técnica provisoria de produccién de vacu-
nas, adecuada para obtener la informacién
preliminar sobre la eficacia inmunogénica de
este tipo de antigenos, que es la meta de es-
te trabajo. Es indudable que esta técnica pue-
de y debe ser perfeccioiada.

En algunas experiencias se usaron virus
producidos en gran escala por firmas indus-
triales, para que las vacunas fueran mas re-
presentativas de este tipo de produccién.

En la primera serie de experiencias se ve
que la respuesta inmunitaria medida por anti-
cuerpos circulantes, sube rdapidamente des-
pués de vacunacién, y decae también rapida-
mente. El mismo comportamiento se observa
en la vacuna BHK usada como referencia.
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En la segunda serie de ensayos, las vacu-
nas elaboradas con las mismas suspensiones
viricas e inactivadas con formalina y con
AEI producen en general respuestas similares
entre si, y con las respuestas obtenidas con
las vacunas de referencia. Los titulos més
elevados obtenidos a los 21 dias con la va-
cuna inactivada con formol y usada a la do-
sis de 10 ml, no mantuvieron la diferencia en
la sangria de los 90 dias postvacunacién.

Es muy marcada la diferencia en la res-
puesta a los 21 dias después de la primova-
cunacién y después de la revacunacién. La
respuesta a la revacunacidén (efecto booster)
es muy superior. Los indices previos inme-
diatos a ambas vacunaciones (0 dias 'y 135
dias) eran en muchos casos similares. Esta
observacion es una clara advertencia contra
la norma de seleccionar bovinos para pruebas
de vacunas en base solamente a su bajo

CUADRO 8, Virus de conejo integral triturado usado en las vacunas de la primera serie

F.C’ T.R.L.
; o
Virus (susp. al 20%) 90’y 34 C Dl so/ml
Tipo Az,
1 mes 1/10 108:3/m1
8 meses 1/11 108:1 /1
13 meses 1/10 108:1/m1
TipO 01
1 mes 1/6 107:8 /m1
8 meses 1/7 107+5/m1
13 meses 1/10 107+5/m]

CUADRO 9, Virus de carcasa triturada usado en las vacunas de la segunda serie

. F.C’ T.R.L. T.C.T.
\% . al 15
irus (susp. al 15%) 90’y 34 C’ DI o/ml DI oo/ml
Tipo Aas
1 mes 1/15 108:0/m1 107:8 /m1
12 meses 1/15 107+%/ml 107+8/m1
Tipo O4
1 mes 1/25 107:9/ml 108:1/ml
12 meses 1/25 107:1 /m] 108:0 /1
TipoC 5
1 mes 1/14 107+7 /m1 108+3/ml1
12 meses 1/20 107+6/m] 108:1/ml
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tenor de anticuerpos, sin conocer bien sus
antecedentes.

En la tercera serie de experiencias se
confirman los resultados de las series ante-
riores. Una de estas vacunas, la Exp 3/72
concentrada, fue probada en la Unidad de
Control de Rio Grande do Sul, por descarga
directa de virus en bovinos, con resultados
coincidentes con los obtenidos de seropro-
teccion.

En las pruebas de conservacién tanto de
vacunas a 4° C, como de virus congelados,
se observo que la misma es satisfactoria
cuando se parte de antigenos de buena cali-
dad. La labilidad de! virus O usado en las
pruebas de la primera serie tal vez se deba a
una deficiencia especifica de esa cepa, que
demostrd ser un antigeno sélo mediocre des-
de el primer momento. La mayor debilidad de
algunas cepas de virus para su conservacién
luego de convertidas en vacunas es un hecho
ya observado con algunas cepas de virus pro-
ducidas por los métodos de Frenkel y en cul-
tivos BHK.

Debido a que los estudios sobre la verda-
dera calidad inmunogénica de estos antigenos
son recientes, las vacunas deben ser proba-
das sobre bovinos como los usados en estas
experiencias. Las técnicas que usan otras
especies animales o aquellas basadas en me-
dicion de fracciones de virus, sélo tendran
verdadera validez cuando sean padronizadas
y estab'ecidas sus relaciones con las técni-
cas que usan al bovino. Por otra parte, esas
correlaciones deberan establecerse para cada
cepa de virus, y tendran validez mientras las
técnicas de produccién, tanto del virus como
de las vacunas, no sean modificadas.

5. RESUMEN Y CONCLUSIONES

“Se hicieron algunos ensayos preliminares
de produccién de virus en conejos lactantes,
para ser usados como antigeno para vacuras.
La adaptacién del virus es fécil y se logra
en pocos pasajes.

El virus multiplicado en conejo tiene bue-

nos titulos infectantes para ratones lactantes
y cultivo de tejidos.{ El titulo fijador del com-
plemento es en gerieral excelente. Para ob-
tener un buen virus es muy importante que
los conejos hayan sido recientemente separa-
dos de sus madres y estar en Sptimas condi-
ciones fisicas en el momento de su inocula-
cion.

La suspensién virica debe ser bien purifi-
cada por tratamiento con cloroformo u otro
procedimiento similar y debidamente centri-
fugada,

\Las suspensiones de virus multiplicado
en conejos lactantes, al igual que las sus-
pensiones viricas de Frenkel y BHK, se pue-
den inactivar bien, por la accidn de la forma-
lina o Ia AEI a las temperaturas habituales.
En un ensayo sobre bovinos no se observé
diferencia en la respuesta inmunitaria produ-
cida por las vacunas inactivadas con forma-
lina o con AEL |

Las vacunas producidas fueron ensayadas
en 20 grupos de bovinos virgenes entre 15y
20 meses de edad (194 bovinos en total), por
vacunacién primaria y revacunacién, usando
siempre vacunas de referencia producidas por
otros métodos.

Vacunas producidas con concentraciones
razonables de virus, y adyuvadas con AI(OH)5
y saponina producen una inmunidad (evaluada
por respuesta de anticuerpos circulantes en
bovinos virgenes), que se puede considerar
satisfactoria de acuerdo con las exigencias
que establecen los reglamentos de control de
vacuna. '

La vacuna Exp 3/72 concentrada fue pro-
bada en un ensayo posterior, por descarga
directa de virus, en la Unidad de Control de
GECOFA en Rio Grande do Sul, con resulta-
dos coincidentes con las pruebas serolégicas
realizadas anteriormente,

La evolucién de la curva de anticuerpos
y el efecte de las revacunaciones con vacu-
nas producidas con virus de conejos, coinci-
den en general con los resultados obtenidos
con vacunas de tipo Frenkel o BHK usadas
como referencia.
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La conservacion de las vacunas a 4° C La conservacién del poder inmunogénico
fue buena durante 12 meses para una vacuna del virus congelado fue excelente durante 12
trivalente. Otra vacuna bivalente mantuvo su meses para 4 cepas de vitus, siendo deficien-
eficacia inalterada para la valencia A, no te para una cepa de virus O, que se mostrd
siendo asi para la valencia O que cay6 antes  débil desde el principio.
de los 8 meses.

GRAFICO 1. Medias de indices de seroproteccion*

0 dias 21 dias 90 dias
5,0
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* Primera serie. Ensayo preliminar con vacunas conejo. Pasta integral (carcasa, cuero, cabeza).
Se usa una vacuna BHK como referencia.
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GRAFICO 3. Medias de indices de seroproteccion*®
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* Segunda serie. Vacunas de conejo inactivadas con formol y con AEL Duracién de inmunidad v revacunacién.

3

FORMOL

v

FORMOL 3
5 ml
0,15 ¢

AEI
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3

BHK
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Livalente o

Se usa una vacuna BHK como referencia.
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VACUNA 3
EXP 3/72
0,15¢g 2

VACUNA 3
EXP 3/72
0,30g o

concentrada

VACUNA 3
EXP 4/72
FRENKEL 2

GRAFICO 4. Medias de indices de seroproteccion*
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* Vacuna conejo tercera serie. Duracién de inmunidad y revacunacion. Vacuna Frenkel como referencia.
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GRAFICO 5. Medias de indices de seroproteccion a los 21 dias postvacunacion*
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* Conservacién de vacunas BHK y virus conejo a 4° C. .
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GRAFICO 6. Medias de indices de seroproteccién a los 21 dias postvacunacion
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