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RESUMEN: Un nuevo método para la purificacién de vacuna antirrabica fue desarrolla-
do con el objeto de disminuir el contenido lipidico proveniente del sustrato animal em-
pleado en la producciéon de vacuna. Dos técnicas extractivas fueron aplicadas sobre una
vacuna de uso veterinario: uno de los métodos fue realizado empleando un homogeneiza-
dor Omnimixer Sorvall, seguido por centrifugacion; el otro fue una extraccién convencio-
nal realizada en ampolla de decantacion. Ambos métodos fueron llevados a cabo utili-
zando n-hexano y n-heptano, alternativamente. La extraccion con n-heptano en ampolla
de decantacion mostro ser adecuada para nuestro proposito disminuyendo el contenido
lipidico en aproximadamente un 30% y preservando el 80% de la potencia de la vacuna
con respecto al control.
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PURIFICATION OF RABIES VACCINE BY LIPIDIC EXTRACTION

ABSTRACT: A new purification method for rabies vaccines was developed in order to
diminish lipid content arising mainly from the animal substrate employed in vaccine
production. Two extractive techniques were performed on a vaccine for veterinary use:
one method was performed employing a Sorvall Omnimixer homogenizer, followed by
centrifugation; the other was a conventional extraction carried out in a drop funnel. Both
methods were performed with n-hexane and n-heptane, alternatively. Extraction with n-
heptane in a drop funnel proved to be suitable for our purpose by diminishing lipid
content some 30%, preserving 80% vaccine potency with respect to the control.
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INTRODUCCION

Las vacunas antirrdbicas producidas con
tejido nervioso de animales adultos presentan
dos desventajas importantes:

(1) una baja concentracion de antigeno
por dosis, lo que hace necesario largos planes
de inmunizacién para lograr la cobertura de-
seada (Abdussalam y Bogel, 1971; Kuwert,
1967); y

(2) la presencia de tejido heterdlogo, responsa-
ble de severas reacciones encefalomieliticas post-va-
cunales causadas principalmente por el llamado fac-
tor encefalitogénico, una proteina basica asociada a
la mielina de composicion predominantemente lipi-
dica, procedente del tejido nervioso (Wolman, 1968;
Chaleomchan, et al. 1990; Ubol, et al. 1990) y ligado
a la causa de accidentes neuroparaliticos que van des-
de leves parestesias temporarias a dafio neurologico
permanente y eventualmente muerte (Hemachudha,
etal. 1987; Swaddiwuthipong, et al. 1988).

Estas dificultades han sido reducidas por
el empleo de animales lactantes (Fuenzalida y
Palacios 1955; Gispen, et al. 1965; Svet-
Moldavskij, et al. 1965) con los cuales se logro
una mayor productividad viral y disminuir el
riesgo por el factor encefalitogénico. La vacuna
producida en cerebro de animales lactantes ha
sido ampliamente usada en América Latina per-
mitiendo el control de la enfermedad en la re-
gion. Los métodos de produccion han sido mo-
dificados con la intencidn de minimizar los ries-
gos de accidentes post-vacunales provenientes
del sustrato empleado, sin afectar la potencia
de la vacuna. De esta manera, la utilizacién de
animales de no mas de un dia de vida y la pu-
rificacion por centrifugacion de la vacuna a
17000 g (Larghi, et al. 1976) fueron algunas de
las modificaciones mas importantes realizadas
para minimizar el contenido de mielina prove-
niente de la masa cerebral cosechada. Otra de
las estrategias utilizadas es el empleo de ratas
lactantes en lugar de ratones (Diaz, et al. 1989;
Karakujumcan, et al. 1973; Segre 1984); este
procedimiento permitié mantener una alta pro-
ductividad viral (10° - 107 DL, o5 ) @Si como
también una mayor masa infectada (50% ma-
yor que en ratén), sin incrementar los riesgos
causados por el factor encefalitogénico.

En el presente trabajo desarrollamos otra
técnica de purificacion la cual, combinada con
el método de centrifugacion a 17000 g, demos-
tro ser una buena alternativa para disminuir el
contenido lipidico y reducir en consecuencia el
riesgo por el factor encefalitogénico. El proceso
involucra la extraccién de lipidos provenientes
del tejido animal y fue aplicado a una vacuna
veterinaria producida sobre la base de ratas
lactantes.

MATERIALES Y METODOS

Produccién de vacuna:

La vacuna empleada en este trabajo es del tipo
Fuenzalida-Palacios; identificada como lote V-134 (uso
veterinario). El método de elaboracion de este tipo de
vacuna consiste en utilizar ratas lactantes de hasta
un dia de vida provenientes de madres sanas y con-
troladas. Diferentes lotes de ratas lactantes fueron
inoculados intracerebralmente con las tres cepas de
virus rabico fijo semilla 91, 51 y CVS. Luego de 72
horas de incubacion, los animales con sintomas fue-
ron sacrificados con cloroformo y la masa cerebral fue
cosechada en forma aséptica en flujo laminar de se-
guridad bioldgica. Las diferentes cosechas de las ce-
pas 51,91y CVS en relacion 1:1:2 respectivamente,
fueron diluidas convenientemente, homogeneizadas
y centrifugadas a 17000 g a 4°C, 15 minutos. El so-
brenadante asi obtenido fue inactivado en forma con-
tinua utilizando un equipo Dill, por radiacién germi-
cida ultravioleta. La vacuna terminada consiste en
una suspension viral inactivada (diluida al 2,5%) con-
teniendo fenol y merthiolate como preservadores. La
vacuna fue sometida a los controles de proceso suge-
ridos por OMS cuyos resultados se pueden observar
en la Tabla N° 1.

Purificacion de vacuna:

Se ensayaron extracciones utilizando dos
solventes orgénicos, n-hexano y n-heptano gra-
do analitico, esterilizados por medio de una
membrana filtrante de 0,2 pm (Whatman poly
cap 36 TF. Cat. n°® 6700-3602). Las experien-
cias fueron realizadas segun los métodos ex-
tractivos descriptos a continuacion:

Método A: La vacuna fue mezclada con el
solvente organico (n-hexano o n-heptano) en
una relacion 10:1 (vacuna:solvente) y posterior-
mente homogeneizada a maxima velocidad, a
4°C y por 10 minutos en condiciones de esteri-
lidad; en homogeneizador Omnimixer Sorvall
(Dupont Instruments Mod. 17106). La emulsion
resultante de color blanquecina fue centrifuga-
da a 2500 rpm por 15 minutos a 4°C. Luego de
la centrifugacion se obtienen dos fracciones: una
transparente acuosa inferior y otra de consis-
tencia semisolida color marrén claro superior de
aproximadamente 8 mm de espesor (emulsion
estable). La fraccidon acuosa (llamada A g nnex PATA
la extraccién realizada con n-hexano y A.q nrep
con n-heptano) fue bombeada dentro de un ki-
tasato, luego las trazas de solvente organico
fueron removidas por burbujeo de nitrégeno
estéril a través de filtro de 0,2 um (Gelman acro
50 Cat. N° 4251) a 4°C durante 12 horas. La
fraccidon acuosa fue utilizada en el ensayo de
potencia y analizada su composicion por elec-
troforesis en SDS-PAGE.
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org n-hex

La fraccidon semisélida (llamada A
para la extraccién con n-hexano y Aqrgnhep €ON
n-heptano) fue tratada posteriormente, con la
finalidad de romper la emulsiéon y analizar la
composicidn proteica por electroforesis en SDS-
PAGE.

Método B: La vacuna contenida en ampo-
lla de decantacidn fue tratada tres veces con el
solvente organico (n-hexano o n-heptano), en
una relacidon 30:1 (vacuna:solvente) cada vez.
En los dos casos se obtuvieron dos fases clara-
mente separadas. Una fase superior organica
transparente y una inferior acuosa de aspecto
similar a la vacuna original, aunque un poco
mas clarificada (llamada Bqnnex PAIA la extrac-
cion n-hexano y B.gn-nep CON n-heptano). Las
trazas de solvente organico en la fraccion acuo-
sa fueron removidas como se describio para el
método A. La fraccion acuosa fue utilizada en
los ensayos de potencia y analizada su compo-
sicién por electroforesis en SDS-PAGE.

La fraccion organica (llamadaB,_ .
la extraccion realizada con n-hexano y Borgnnep
con n-heptano) fue analizada posteriormente
por electroforesis en SDS-PAGE.

para

Controles:

Luego de finalizadas las experiencias ex-
tractivas los controles que se especifican mas
adelante fueron realizados sobre las diferentes
fracciones.

Lipidos: Los lipidos totales fueron cuanti-
ficados en todas las fracciones acuosas, como
asi también en la vacuna de origen no tratada
utilizada como control. El contenido lipidico fue
determinado por un método colorimétrico ba-
sado en la reaccion de la sulfosfovainillina
(Postma y Stroes, 1968) modificado por nues-
tro grupo de trabajo como sigue: a) 2 ml de aci-
do sulfdrico concentrado fueron agregados a
500 pl de muestra; b) una vez mezclado, la so-
lucién fue calentada a 100°C en bafio de agua
por 10 minutos, luego enfriada a temperatura
ambiente; c) a 500 pl de esta solucién se agre-
garon 2,5 ml de reactivo (el cual consiste en aci-
do fosforico 14 mol I y vainillina 13 mmol I'%); d)
la solucidn obtenida fue mezclada por inversion
y mantenida a 25°C durante 30 minutos; y e) el
contenido lipidico fue determinado por lectura
a 530 nm dentro de los siguientes 30 minutos
(luego de los cuales el color no es estable). La
solucién blanco fue preparada agregando 2,5
ml de reactivo a 500 pl de &cido sulfarico con-
centrado. La curva de calibracién fue confec-
cionada empleando un “pool” de suero huma-
no normal conteniendo 7080 mg I* (titulado con
un estandar comercial) diluido en un rango de
800 mg It a 2 mg 1?; los parametros de regre-
sion lineal obtenidos fueron: m = 0.007629 (s.e.
3%) y r2=0.98. Se utilizé un pool de suero hu-
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mano como control debido a que los lipidos de
las muestras respectivas se encuentran en un
contexto biolégico de mayor similitud a este es-
tandar que a uno de origen comercial.

Dosaje de solvente organico: La ausencia
de solvente organico en las diferentes fraccio-
nes acuosas fue determinada por cromatogra-
fia gaseosa en un equipo Konik KNK-3000-
HRGC empleando Supelco type capillary column
Petrocol DH (i.d. 0.2 mm, 50 m long, film
thickness 0.5 pum).

Potencia: Fueron evaluadas las potencias
de las diferentes fracciones acuosas por el test
de NIH (Seligmann, 1973). La vacuna estandar
(lote 406/04/90) con un titulo de 1 Ul ml? fue
suministrada por el Instituto Panamericano de
Proteccién de Alimentos y Zoonosis (INPPAZ,
Argentina) y el virus rabico de desafio fue una
cepa CVS segundo pasaje con un titulo original
de 10°° DLy, , (5 . S€ emplearon cuatro dilu-
ciones de las muestras respectivas y de la va-
cuna de referencia (1:5, 1:25, 1:125, 1:625).
La descarga viral fue realizada con 38 DL, ti-
tulada intraensayo.

Esterilidad: Las fracciones acuosas de las
vacunas tratadas fueron sometidas a controles
para establecer la presencia de hongos y bac-
terias empleando tres medios de cultivo diferen-
tes: tioglicolato, soja y Sabouraud. Cinco dilu-
ciones seriadas 1:10 de las fases acuosas fue-
ron realizadas en cada medio de cultivo. Las
temperaturas y tiempos de incubacion fueron:
tioglicolato y soja, 7 dias a 37°C, y 7 dias a 25°C
sucesivamente; Sabouraud, 14 dias a 25°C.

Toxicidad especifica: Este test tiene por
objeto verificar la ausencia de virus rabico vivo
en la vacuna. Se utilizaron tres especies de ani-
males para el test, ratones de 18 - 20 gramos
de peso, conejos y ratas lactantes, los que fue-
ron inoculados intracerebralmente con 0,03 ml,
0,25 ml y 0,01 ml de vacuna inactivada, res-
pectivamente. En nuestro laboratorio utilizamos
20 ratones, 2 conejos y 20 ratas lactantes, por
lote de vacuna, atento a las recomendaciones
internacionales (Seligmann, 1973). Estos ani-
males se mantienen bajo observacion 14 dias
durante los cuales deben permanecer libres de
sintomas de rabia para considerarse una prue-
ba satisfactoria.

Toxicidad inespecifica: Este test se utiliza
para detectar cualquier sustancia toxica que
pudiera contener la vacuna.

Se utilizaron dos especies de animales,
ratones de 20 gramos y cobayos de 350 gra-
mos de peso, los que fueron inoculados via pa-
renteral con 0,5 ml y 5,0 ml de vacuna inacti-
vada, respectivamente. En nuestro laboratorio
utilizamos no menos de 2 animales por especie
los que son observados por un periodo minimo
de 7 dias. Los animales no deben presentar sig-
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Tabla N° 1: Controles de produccién efectuados sobre el lote de vacuna utilizado en el ensayo.

Wacuna Titulo DLs  Esterilidad Toxcidad Toxcidad  Timerozal  Fenol pH
L ote ml” especiiica inespecifica mgml”  mogml”’
M el 10?2 Satisfactorio Satistactorio Satisfactorio 01 0,09 [=3=10]

Tabla N° 2: Tabla comparativa de resultados de las diferentes fracciones acuosas y la vacuna

control.
Test Cortral " AL aad™®  Auniee™ Bagoomd ™ Bag o™
Tox inespecifica Satist. Satisf. Satist. Satisf. Satisf.
Poaotenda (I dasis™) 3.00 1] 004 o1z 243
P otencia % @ 100 1] 1 4 g1
Lipidos (mg 1) 204 [a1] 25 152 144
Lipidos % ™ 100 32 135 75 Fill

(1) Vacuna Lote V-134, no tratada (2) Fracciones acuosas el Lote V-134
tratada por los diferentes métodos Ay B. (3) Potencia porcentual referida al
control. (4) Lipidos porcentual referido al control.

nos de enfermedad, disminuciéon de peso o
muerte durante el periodo evaluado para con-
siderarse una prueba satisfactoria (Seligmann,
1973).

Analisis de proteinas virales por electrofo-
resis en SDS-PAGE: Se analizaron las diferen-
tes fracciones obtenidas por los dos métodos
de purificacién.

Fracciones correspondientes al método A:
Las fracciones organicas (emulsiones estables
semisolidas), A, . Y Ay gnne fUEION resus-
pendidas en un buffer PBS (pH = 7,20). Las
fracciones acuosas correspondientes, A
A ag.n-hep’ y IaS reSUSpendidaS, Aorg.n-hex y org.n-hep’
se centrifugaron a 20.000 rpm, 2 horas, en
rotor Sorvall S-20 sobre un colchdn de sacaro-
sa 30%, con la finalidad de extraer las protei-
nas de la emulsién semisolida de las fracciones
organicas y analizar los «pellets» correspondien-
tes a las cuatro fracciones. En el caso de las
fracciones organicas después de la centrifuga-
cion se obtuvieron 3 fases: una organica supe-
rior, una interfase semisoélida de color marrén
oscuro de 2 mm de espesor, y una fase acuosa
inferior transparente con sus respectivos
«pellets» (Ilamado P-A ., el proveniente de la
emulsion semisdlida con n-hexanoy P-A |
el proveniente de n-heptano). En el caso de las
fracciones acuosas, A, . Y A, ne S€ Obtu-
vieron dos «pellets», P-A Y P-A nnepr €S-
pectivamente.

Fracciones correspondientes al método B:
Las fracplones organicas, B orgn-hep? Y
las fracciones acuosas, B, . VB, .. S€cen-
trifugaron a 20.000 rpm, 2 horas, en rotor
Sorvall S-20 sobre un colchdn de sacarosa 30%,
obteniéndose los respectivos «pellets» (P-B
P_Borg n-hep’ P_Baq n-hex y P_Baq n—hep)'

Todos los «pellets» fueron resuspendidos
en buffer desnaturalizante (Tris-HCI 0,1 M, SDS
2%, 2-mercaptoetanol 1%, PMSF 0,002 M, azul

aqg.n-hex y

aq n-hex

org.n-hex y

org n-hex’

de bromofenol 2 mg%, sacarosa 30%). Los
«pellets» resuspendidos fueron calentados 3 mi-
nutos a 95°C y luego sembrados en un gel dis-
continuo de poliacrilamida (4% - 10%). La elec-
troforesis se llevé a cabo con un voltaje cons-
tante (100 volts) durante 1 hora 45 minutos.
Las bandas se evidenciaron por coloracion con
azul brillante de coomasie.

RESULTADOS

Los controles de esterilidad fueron satis-
factorios en todos los casos y no se encontra-
ron trazas de solvente en las vacunas tratadas
por los métodos Ay B. El contenido lipidico y la
potencia fueron medidas antes y después de
las experiencias Ay B, y los resultados se mues-
tran en la Tabla N° 2. Empleando el método A,
el contenido lipidico disminuy6 considerable-
mente (se obtuvo una suspension clarificada).
No obstante, como se observa en la Tabla N° 2,
el método A es muy drastico tanto en la técnica
en que se utiliza n-hexano, como en la que se
usa n-heptano, y las fracciones acuosas (Aaq ohex
Y A nhep respectivamente) no retienen el sufi-
ciente valor antigénico para constituir una va-
cuna que supere el requisito minimo de poten-
cia exigido (rmp: 1,0 Ul dosis?, para vacunas
en cerebro de animales lactantes de uso veteri-
nario). El analisis por electroforesis en SDS-
PAGE coincidié con este resultado, no encon-
trandose bandas proteicas correspondientes en
los «pellets» de las fracciones acuosas ni en los
de las fracciones organicas.

Por otra parte el método B fue satisfacto-
rio para nuestros propdsitos: usando n-heptano
(fase acuosa B, ), mas del 30% de los lipi-
dos contenidos en la vacuna original pueden
ser eliminados preservando el valor antigénico
por encima del minimo requerido. Utilizando n-
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Figura N° I: Método B: Analisis por electroforesis en SDS-PAGE discontinuo (4-10%). Se des-

criben a continuacioén las siguientes calles: 1- P-B

trada 10:1; 2-P-B,
acuosa n-heptano); 4-P-B_
hexano) concentrada 10:1; 6- P-B
8- Control (vacuna sin tratar).

org n-hex
hexano no se obtuvieron resultados de poten-
cia satisfactorios. El andlisis por electroforesis
SDS-PAGE revelé que en ambos casos (n-
hexano y n-heptano) existe una pérdida de frac-
cion proteica vacunal en la fase organica, no
existiendo una diferencia cuantitativa significa-
tiva con ambos solventes (Figura N°I).

DISCUSION

De los resultados anteriores puede infe-
rirse que la extraccion llevada a cabo en ampo-
lla de decantacion con n-heptano resulta ser
una técnica de purificacién satisfactoria la cual,
combinada con una purificacién previa por cen-
trifugacién, provee una vacuna antirrabica con
un menor contenido lipidico, no mostrando una
significativa reduccién en su potencia. La pér-
dida de potencia aproximadamente un 20 %,
esta relacionada con la particién del contenido
proteico entre la fase acuosa y el solvente orga-
nico, que pudo corroborarse por SDS-PAGE (Fi-
gura N° I).

(fraccion organica n—heptanos sin concentrar; 3- P-B
(fraccion acuosa n-hexano); 5- P-B

(fraccion organica n-heptano) concen-
29 n-nep (frAcCion
(fraccion organica n-

org n-he)

org n-hex

(fraccion organica n-hexano) sin concentrar; 7- libre;

El método A no fue satisfactorio para
nuestro objetivo, puesto que las fracciones pro-
teicas vacunales, la glicoproteina y la nucleo-
proteina viral principalmente, quedaron atra-
padas en una emulsion estable semisdlida de
color marron descripta anteriormente. Estas
proteinas, reconocidas como los mayores induc-
tores de la produccion de anticuerpos protecto-
res, no pudieron ser extraidas de la emulsion
semisélida, no encontrandose ninguna banda
por electroforesis en SDS-PAGE.

En el método B con n-hexano, aunque se
evidencian proteinas en el gel de SDS-PAGE en
la fase acuosa, los valores de proteccion halla-
dos fueron muy bajos. Estos resultados indica-
rian que el método utilizado como asi también
el tipo de solvente y la relacion utilizada podrian
optimizarse para obtener un mayor rendimien-
to y minimizar la pérdida de valor antigénico.
Por dltimo, la relacion costo beneficio para pro-
cesos productivos, ya sea en pequefia 0 gran
escala, aun deben ser evaluados.
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