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Resumen. Suspensiones del virus de la fiebre aftosa se trataron a escala industrial con 1% viv
de triclorotrifluoretano (TTE) o cloroformo para determinar la viabilidad de su uso como agente
alternativo para la purificacion parcial de antigenos vacunales. En las suspensiones tratadas con
cloroformo hubo una disminucién media del 50,4% del contenido proteico total, mientras que en
aquellas tratadas con TTE la reduccion fue del 33,4%. Las vacunas formuladas con los antigenos
tratados con cualquiera de las soluciones no presentaron diferencias significativas en la
induccion de inmunidad cuando se evaluaron por la expectativa porcentual de proteccion (EPP)
en bovinos jévenes primovacunados. No se observaron inconvenientes en la manipulacion del
TTE ni aparecieron reacciones posvacunales indeseables.

Elvirusdelafiebre aftosa es un representante
delafamilia Picornaviridae y con sussiete serotipos
representa el género Aphthovirus. Su virion esta
formado poruna cadenasimple de acido ribonucleico
revestida por un capsideo proteico sin envoltura (3)
que le confiere la caracteristica de resistencia a
solventes organicos como el cloroformo (26) y los
fluorocarbonos (/6).

Las vacunas antiaftosa, aplicadas conjunta-
mente con otras medidas, han sido una gran arma
de combate para el control de la enfermedad. Los
antigenos se obtienen por replicacion del virus en
cultivos celulares in vitro. Debido a la caracteristica
lisogénica de su ciclo de replicacion, el virus mata,
al final del cultivo, a las células utilizadas como
substrato. Los restos celulares ricos en proteinas,
lipidos y otros componentes son dispersos en el
medioy, si no seles retira, se incorporan a la vacuna
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como antigenos. Por ese motivo, s¢ hace necesaria
una purificacion parcial de las suspensiones virales
con 1% de cloroformo, bajo agitacion o a través de
un homogeinizador, seguido de clarificacion,
filtracion o centrifugacion continua (7).

Aunque eficaz, 1a utilizacion de cloroformo
es problematica por la turbidez que ocasiona en las
suspensiones obtenidas a partir de cultivos celulares
que utilizan suerobovino tratadocon polietilenglicol
(PEG) para remover los aiiticuerpos (/), asi como
por el desgaste que provoca en los equipos, los
riesgos de_ac’cidemes por intoxicacion aguda y las
dificultades crecientes para adquirirlo en algunos
paises debido a su utilizacién clandestina en la
purificacion de drogas. '

Enlabusqueda de un solvente para substituir
el cloroformo como agente purificador de
suspensiones virales a nivel industrial se plante6 la
posibilidad de usar triciorotrifluorctano (TTE). No
se encontraron referencias relacionadas con la
estabilidad de los antigenos durante su almacena-
miento, ni de la de vacunas oleosas producidas con
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estos, como tampoco sobre la posible ocurrencia de
reacciones posvacunales indeseables en bovinos.

En este trabajo se presentan los resultados
obtenidos en laevaluacionde estas incognitas, ademés
de los relacionados con la reduccion significativa de
la concentracion de uso.

MATERIALES Y METODOS

En el marco de la rutina de produccion de
antigenosen laPlanta Pilotode Produccién de Vacunas
del Centro Panamericano de Ficbre Aftosa, se
prepararon nueve suspensiones monovalentes de 300
litros de volumen cada una. Cinco fuerondelacepaO,
Campos-Br/58 (OCAM); dosdelacepa A,, Cruzeiro-
Br/55 (ACRU); unadelacepa A-79 Venceslau-Br/76
(AVEI_\I); y otra de la cepa C, Indaial-Br/71 (CIND).

Se cultivaron células BHK, C13 en tanques
con capacidad de 120 a 600 litros. Como substrato se
utilizé medio Eagle con 8% de suero bovino tratado
con PEGYy esterilizado por filtracion en cartucho con
membrana de 0,22 pm de retencién (8). Los cultivos
destinados a la produccién de virus en suspension
tuvieron el medio de crecimiento decantado después
de la sedimentacion de las células. Aquellos que se
destinaban a la produccion en botellas rolantes se
diluyeron a la concentracion de 0,2 x 10°cél/ml en
medio Eagle adicionados con 8% de suero sin tratar,
yel medio se retirddespués de 72 horas de crecimiento.

Loscultivos celularesseinocularoncon semillas
de virus de bajo pasaje en células BHK  C13, a una
proporcion de 0,02-0,06 particulas virales infectantes
porcélula, en medio Eagle sin suero que contenia 30%
de una solucién 0,2M de Tris-hidroximetil-
aminometano.

Al final del periodo de replicacion viral, las
suspensiones se enfriaron a 4°C. Volimenes de 10
litros se trataron con 1% de cloroformo bajo agitacion
con barra magnética por 30 minutos en balones de
vidrio. El resto se traté con 1% de TTE empleando un
homogeinizador en circuito cerrado, a 3500 rpm por
1 hora. Después del periodo de reposo de 18 horas a
4°C, los sobrenadantes se centrifugaron a 7680 g.

Todas las suspensiones se inactivaron en
ctilenimina binaria (6) a una concentracion final de
3mM durante 24 horas a 26°C. El inactivante se
hidroliz6 con tiosulfatode sodio 1M, inmediatamente
antes de la utilizacién de los antigenos.
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Durante la produccién, todo el proceso se
controld a través de pruebas bioldgicas y fisico-
quimicas de rutina (/ /). Para evaluar la eficiencia de
lostratamientos, enalgunas suspensiones se determing
el contenido proteico total antes de la adicidn del
solvente, y después de la clarificacion (9).

Con los nueve antigenos monovalentes tratados
con TTE o cloroformo se elaboraron 18 vacunas
pareadas para prucbas de potencia, inocuidad y
estabilidad inmunogénica con 300 dias de almacena-
miento a 4°C. Volimenes de dos antigenos
monovalentes OCAM y de dos monovalentes ACRU
se conservaron por 240 dias a 4°C y tras ese periodo,
se produjeron ocho vacunas pareadas para prueba de
potencia.

Todaslas vacunasse formularon con adyuvante
incompleto de Freund (2,15), segun metodologia
descripta por Abaracon et al. (2).

La influencia de los tratamientos sobre la
inmunogenicidad delosantigenos seevalud mediante
la prueba de expectativa porcentual de protecciéon
(EPP), con base en los indices de anticuerpos en el
suero de bovinos primovacunados, determinados por
seroproteccion en ratones lactantes, o seroneutrali-
zacion en cultivo celular (24, 28).

Todos los resultados se sometieron a analisis
estadistico por la prueba de Tukey o por anilisis de
varianza con P>0,05 (24,28).

RESULTADOS

En este trabajo se presentan los hallazgos
referentes a la accion del TTE como agente para la
purificacibn parcial encomparacion conel cloroformo,
asi como la estabilidad inmunogénica de las vacunas
producidas con los antigenos tratados. El Cuadro 1
presenta los resultados referentes a la purificacion
parcial de las suspensiones estudiadas.

Estos valores indican que hubo una media de
33,4%del contenido proteicototal en las suspensiones
tratadas con TTE y de 50,4% en las tratadas con
cloroformo, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa.

Los resultados obtenidos con las 18 vacunas
pareadas probadas luego de su produccion (0 DPP) se
presentan en el Cuadro 2.
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Se puede constatar que las respuestas
inmunogénicas son alternadas, lo que favorece uno u
otro antigeno de la misma cepa, pero sin caracterizar
el predominio de influencia de los tratamientos. Para
las ocho vacunas conservadas a 4°C por 300 dias (300
DPP), los resultados presentados en el Cuadro 3
indican una disminucion de la respuesta inmunitaria
con relacion a los datos obtenidos con 0 DPP.

CUADRO 1. Contenido proteico total (mg/ml) en
suspensiones virales tratadas con 1% de triclo-
rotrifluoretano (TTE) o cloroformo (CLO).

Proteinas totales (mg/ml) % reduccion
Suspension  Sintratar TTE CLO  TTE CLO
A 0,41 0,28 0,20 31,7 51,2

B 0,35 0,23 0,18 343 486

C 0,45 030 022 340 515

Paralas vacunasproducidas conlos antigenos
almacenados a 4°C por 240 dias (240 DPP), los
resultados también indican una disminucion de la
respuesta (Cuadro 4) con relacién a 0 DPP, aunque
de intensidad menor que en los observados con 300
DPP.

CUADRO 2. Valores del limite inferior de conflanza de
expectativa porcentual de proteccion (EPFP) alcanzados
por la vacunas formuladas con’ antigenos recién
producidos (‘‘Cero” DPP), tratados con triclo-
rotrifluoretano (TTE) o cloroformo (CLO).

EPP "CERO" DPP

Vacunas

TTE CLO

OCAM' 1599 78,7 87,5
0oCAM 1602 91,3 93,0
OoCAM 1605 85,0 84,6
ocAM 1606 89,6 86,8
OCAM 1607 96,1 95,6
ACRU 1613 83,2 88,4
ACRU 1622 96,4 94,6
AVEN 1604 84,3 90,8
CIND 1603 98,5 99,0

*OCAM-01 Campos-Br/58; ACRU-A24 Cruzeiro-Br/55;
AVEN-A-79 Venceslau-Br/76; CIND-C3 Indaial-Br/71.

CUADRO 3. Valores del liniite inferior de conflanza de
expectativa porcentual de proteccion (EPP) alcanzados
por vacunas conservadas a 4°C por 300 dias pospro-
ducciéon (300 DPP) con antigenos tratados con
triclorotrifluoretano (TTE) o cloroformo (CLO).

EPP 300 DPP

Vacunas
TTE CLO
OCAM® 1599 67,5 65,6
OCAM 1602 81,5 83,3
ACRU 1613 80,5 83,9
ACRU 1622 82,4 86,1

*OCAM-O1 Campos-Br/58; ACRU-A24 Cruzeiro-Br/53.

El andlisis de varianza aplicado en los
resultados revela diferencias significativas en las
EPPs obtenidas en los diferentes tiempos estudiados,
asicomoentrelas cepasutilizadas. Nohubo diferencia
significativa entre las respuestas inmunitarias
inducidas por las vacunas formuladas con antigenos
tratados con TTE o cloroformo.

En el experimento se vacunaron 622 terneros
y en ningin caso se¢ presentaron reacciones
posvacunales indeseables.

CUADRO 4. Valores del linite inferior de confianza de
expectativa porcentual de proteccion (EPP) obtenidos
por vacunas formuladas con antigenos tratados con
triclorotrifluoretane (TTE) o cloroformo (CLO) y
almacenados a 4°C por 240 dias posproduccién (240
DPP).

EPP 240 DPP

Vacunas
TTE CLO
OCAM® 1599 77,8 89,0
OCAM 1602 79,1 79.9
ACRU 1613 80,4 80,9
ACRU 1622 90,0 83,0

*OCAM-O1 Campos-Br/58; ACRU-A24 Cruzeiro-Br/55.

En la practica, se observa que hubo una
evidente disminucion en el tiempo de sedimentacion
de los restos celulares y que no ocurrié turbidez en las
suspensiones tratadas con TTE, en comparacion con
aquellas tratadas con cloroformo. Tampoco se
observaron inconvenientes en cuanto a su manipula-
cion, tales como olores toxicos o dafios en los equipos.
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DISCUSION

En esteestudio se obtuvo una reduccion media
de 33,4% del contenido proteico en las suspensiones
del virus de la fiebre afiosa, cuando estas se trataron
solo con 1% de TTE en un ciclo tnico. En las
referencias bibliograficas consultadas s¢ encuentra
informacion sobre altos grados de purificacion de
suspensiones virales, pero usando hasta 50% de
clorofluorocarbonos (/6), y después de un nimero
elevado de ciclos alternados de tratamiento y
centrifugacion (/4). El excelentedesempefio registrado
se puede atribuir al proceso de mezcla mediante un
homogeinizador de alta potencia, que proporciond
una mejor dispersion ¢ interaccion del solvente. Cabe
resaltar que Manson et al. (23) obtuvieron resultados
semejantes en estudios con poliovirus después de dos
ciclos en la proporcion de 50%.

La utilizacién de fluorocarbonos liquidos en
procesos bioldgicos se inicié con Gessler (16),
purificando suspensiones de virus de la viruelay del
sarcoma de Rous. Otros procesos se desarrollaron
para purificar virus de poliomielitis, adenovirus y
colifagoT5 (23), para eliminar factores anticomple-
mentarios de las suspensiones de virus de
poliomielitis (20) y Coxsackie (/8), y para la
disociacion de complejos formados por virus de la
poliomielitis y anticuerpos (/9).

El TTE es un clorofluorocarbono liquido
incoloro, no inflamable, y de bajo grado de toxicidad,
utilizado en la industria electronica como agente de
limpieza de componentes de alta tecnologia. Existen
referencias sobre su uso en la purificacion del virus de
la fiebre aftosa para identificar particulas virales por
microscopia electrénica (5), asi como en estudios
sobre la actividad fijadora del complemento (25), la
disociacion de complejos virus-anticuerpos (29,3/),
la purificacion para concentrar por PEG (/3), y para
la produccién de vacunas de diferentes tipos
(4,10,14,21,22,27).

Al comparar con el tratamiento hecho con
cloroformo, el TTE mostr6 una desventaja, aunque
esta situacion se puede disminuir y hasta revertir,
utilizandouna mayor proporciéonde TTE oun nimero
mayor de ciclos de tratamiento.

En relaciéon a la respuesta inmunologica
inducida por las vacunas examinadas, los resultados
indican que no hubo perjuicio en la capacidad
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antigénica de las suspensiones tratadas con TTE en
comparacion con aquellas tratadas con cloroformo.
Esto confirma los hallazgos de otros autores
(10,14,22,27),y reafirmala posibilidad de la utilizacion
alternativa del TTE para el tratamiento industrial de
suspensiones de virus de la fiebre aftosa.
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