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Resumen

El presente estudio calculé diferentes MI (Multiplicidad de Infeccién) para la produccién de cultivos
industriales de virus de Estomatitis Vesicular (EV) y evalué el efecto de la cantidad de glicoproteina G en
la induccién de respuesta de anticuerpos neutralizantes contra el virus de EV en cobayos inmunizados con
una vacuna oleosa bivalente (Indiana (I) y New Jersey (NJ)). Al establecer el Ml mas eficiente se logré
mejorar la cinética de infeccién de los cultivos industriales disminuyendo los tiempos de cultivo y
mejorando los titulos infectantes. Adicionalmente se encontré que titulos de anticuerpos neutralizantes de
cobayos inmunizados con vacuna de EV conteniendo aproximadamente 5 microgramos de glicoproteina
G de cada serotipo fueron de 3.66,Jquara | y 4.06 log para NJ, los cuales se correlacionan con titulos

de proteccién en bovinos. De este estudio se puede concluir que al seleccionar un mejor Ml se puede hacer
mas eficiente el proceso de produccion de cultivos virales industriales de EV y que la formulaciéon de una
vacuna contra estomatitis vesicular a partir de la cuantificaciéon de la glicoproteina G puede ser una
metodologia de gran utilidad en la produccion industrial de vacunas de buena calidad.

Palabras clave:estomatitis vesicular, glicoproteina G, Indiana, New Jersey, vacuna.

Abstract

This experiment assess different M| for Vesicular Stomatitis VS virus industrial culture production and
evaluated the effect of glycoprotein G concentration in relation to antibodies induction against VS on
guinea pigs vaccinated with oil bivalent vaccine (Indiana | and New Jersey NJ). With efficient Ml it was
possible to get better kinetic of infection at industrial cultures, reducing time of culture and improving
viral titers. In addition, it was found that neutralizing titers of guinea pigs immunized with an EV vaccine
containing 5 micrograms of glycoprotein G, were 3.66,Jdgr | and 4.06 log, for NJ, which are
correlated to protection titers in cattle. About this study can be concluded that selecting a superior Ml,
efficiency of industrial VE virus production can be improved; on the other hand, glycoprotein G
quantification methodology can be useful for a good quality VS Vaccine industrial manufacture.

Key words: glycoprotein G, Indiana, New Jersey, vesicular stomatitis, vaccine.
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INTRODUCCION La glicoproteina G juega un papel esencial
en la infeccién viral ya que esta involucrada
La Estomatitis Vesicular (EV) es una enfer- en la adhesién del virus a la membrana ce-
medad viral que afecta a los bovinos, |yjar y la posterior fusion, pH-dependiente
equinos y porcinos, caracterizada por lagntre la envoltura viral y la membrana del
produccion de vesiculas y erosiones en landosoma, lo cual conduce a la liberacion
membrana mucosa oral o sobre la piel deje |a ribonucleoproteina en el citoplasma
los pezones o de las patas (Hanson, 1952) ymatlin et al, 1982).
se presenta en forma enzodtica en areas tro-
picales y subtropicales de las Américas| 5 EV fue diagnosticada por primera vez
(Letchworthet al, 1999; Arbelae®t al,  en Colombia en el departamento del Huila
1995, Afsharet al., 1993) La presentacién en 1929 y hacia 1969 se extendid a gran
clinica de la EV es similar a la de la fiebre parte del territorio nacional (Arboleda y
aftosa y Unicamente el diagnostico de la-Tyyjillo, 2002). Durante el primer semestre
boratorio puede establecer la etiologia delge| afio 2007 en Colombia se reportaron
brote de enfermedad vesicular (Letchworth22 casos de EV | y 179 casos de EV NJ, lo
et al, 1999). cual muestra un incremento significativo
en comparacion con lo reportado en todo
El virus de la EV esta clasificado en la fa- g| afio 2006 (3 casos de EV | y 162 casos de
milia RhadeViridae género VeSiCUIOVirUS, EV NJ) Los departamentos mas afectados
formado por un ARN no segmentado deson en su orden: Antioquia, Santander,
polaridad negativa de 11 Kb que codifica santander del Norte, Boyaca y Caldas; 21
la sintesis de cuatro proteinas internas esge |os 32 departamentos de Colombia re-
tructurales denominadas proteina de nU'portaron al menos un caso durante el pri_
cleocapside (N), fosfoproteina (P), proteinamer semestre de 2007 (ICA, 2007).
de la matriz (M) y la polimerasa (L). A nivel
externo esta una glicoproteina de trans-Colombia es el pais mas afectado por la EV
membrana (G) que es la responsable de inen Sudamérica y cada afio se reportan cien-
ducir la respuesta inmune en los huéspedefys de brotes de la enfermedad, y el grupo
infectados (Roset al, 2000). Existen dos mas vulnerable son las vacas de ordefio, las
serotipos virales Indiana (I) y New Jersey cyales presentan lesiones vesiculares en la
(NJ) los cuales son clasificados basados elboca y en los pezones, repercutiendo en la
los anticuerpos neutralizantes contra |aproduccién de leche con pérdidas econo-

glicoproteina G. Lo anterior es debido amjcas considerables (Abagt al., 1986;
que solamente hay un 50% de similitud aprregoet al, 1988).

nivel de aminoacidos entre la glicoproteina

de Iy NJ (Houset al, 2003). Del serotipo pyrante varios afios el Instituto Colombia-
| se conocen tres subtipos 11 6 clasico, 12 6ng Agropecuario (ICA), ha venido investi-
Cocal e 13 6 Alagoas (Cartwrighet al.,  gando sobre la obtencién de inmundgenos
1972). En Colombia se presentan 10Spara el control de esta enfermedad (Arbelaez
serotipos NJ e 11 (Arbelaest al, 1995). EI gt g, 1989; 1988; 1982). Recientemente
serotipo NJ es considerado mas importantee obtuvieron resultados muy satisfactorios
desde el punto de vista econdmico ya queon una vacuna comercial evaluada a ni-
causa la mayoria de los casos clinicos y sge| de campo, la cual brindé una protec-
ha observado que la patogenicidad es macion del 96% en vacas, novillas y terneras
yor que la causada por el serotipo | (Bridgesje una zona endémica de la enfermedad
et al, 1997). (Arbelaezet al, 2003).
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Actualmente los cultivos de virus de EV a dos con distintas dosis infectante de virus
nivel industrial demoran hasta 24 horas en(101-10% Dosis infectante cultivo celular
alcanzar un efecto citopatico del 97%, sien-50/mL) con el fin de determinar la Multi-
do este tiempo mayor al necesario el cuaplicidad de Infeccion (MI).
puede estar repercutiendo en la calidad del
antigeno producido. Adicionalmente la for- Las células se dejaron en incubacion #&37
mulacién de vacuna contra EV es realizadapor 20 horas y se determiné el titulo infec-
con base a los resultados del titulocioso de cada uno de los cultivos a las 20
infectante previo a la inactivacion viral, por horas posinfeccion, utilizando microplacas
lo cual no es considerado como una metode 96 celdas y células BHK-21 clon 13 de
dologia precisa ya que la vacuna contieneacuerdo a la metodologia propuesta por
virus inactivado y no vivodomunicacion Arbelaezet al. (1979). Posteriormente se
persona). seleccionaron los dos cultivos que dieron
mejor titulo infeccioso para cada uno de
Teniendo en cuenta lo anterior el objetivolos serotipos, | y NJ. Una vez obtenidos los
principal de este estudio fue determinar lamejores MI, se procedi6 a realizar escala-
mejor multiplicidad de infeccion (MI) con miento en un biorreactor con capacidad de
el fin de realizar mejoras en el proceso de8 litros (Celligen Plus ®, New Brunswick,
produccién industrial de cultivos virales USA). Se hizo un cultivo viral de cada
de EV y evaluar la cuantificacion de serotipo y se tomaron muestras para titula-
glicoproteina G como metodologia alter- cion viral en células BHK vy titulo Fijador
nativa para la formulacién de vacuna in- de Complemento (el cual evalla el serotipo,
dustrial de 6ptima calidad. la calidad e indirectamente la cantidad del
antigeno presente en las muestras y que
consiste en enfrentar antigenos, antisueros
MATERIALES Y METODOS hiperinmunes producidos en cobayos y el
complemento que se extrae del suero de
Virus: Se seleccionaron los virus NJ-23330 cobayo normal y un sistema indicador de
Valle/93 e 1-15577 Antioquia/85, los cua- hemdlisis compuesto de glébulos rojos de
les fueron estudiados y caracterizados preggrdero y sangre entera de cordero, para
viamente en el ICA. Estas cepas constituyeryetectar la presencia del antigeno, cuando
la vacuna actual contra la EV, la cual fuege incuban las muestras a 37°C, en bafio de
aprobada por el ICA con base en resultadoma”'a) a las 12, 14, 16, 18 y 20 horas
de respuesta inmune altamente satisfactopgsinfeccion. El cultivo se monitoreé cada
rios obtenidos en ensayos de campo eRyos horas para medicion de pH y recuento
bovinos equinos y porcinos (Arbelaet  ceylar. El virus fue cosechado entre las 18
al., 2003). y 20 horas posteriores a la infeccion una
vez se detectd efecto citopatico (ECP), ca-
Cultivo viral: Se partié de un cuarto pasa- rgcterizado por redondeamiento y muerte
je de los virus NJ e | en células BHK-21 gp ¢| 979 de las células. Al finalizar el cul-
clon 13. Se utilizaron frascos de cultivo contjyg se tomaron muestras de antigenos para

250 ml de celulas BHK-21 resuspendidascontrol de esterilidad (CE) y fijacion de
en medio MEM (medio minimo esencial) complemento (FC).

suplementado con suero fetal bovino al 1%

y con un recuento aproximado de 3 millo- |nactivacion viral: Se realizé con doble
nes de células por mililitro de medio. Se adicion de inactivante etilenimina binaria
emplearon 7 frascos de cultivo para cada(BE|) a una concentracion de 3 mM duran-
uno de los virus, los cuales fueron inocula-te 24 noras a 26°C (Barteling, 2002). Una
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vez terminado el proceso, se tomaron muesedializado durante la noche utilizando tris
tras para titulacién viral por FC y para rea-10m M, pH 7.5 a 4 grados centigrados
lizar la prueba de inocuidad.

Aislamiento y purificacion de la
Inocuidad: La inocuidad de las suspensio- glicoproteina G: La glicoproteina G fue
nes de los virus se realizé en células BHK21extraida por el tratamiento de las muestras
en monocapas cultivadas en frascos Falcowle virus purificadas de cada uno de los vi-
de 150 cride capacidad y con 48 horas derus con D- octilglucésido 0.06 M con 97%
cultivo. Tres frascos se utilizaron para cadade pureza a una concentracién de 1
muestra, inoculando 3 ml de virus inacti- miligramo de proteina por mililitro en bu-
vado y 40 ml de medio MEM suplementa- ffer tris 10 mM, pH 7.4 a temperatura am-
do con suero fetal bovino al 1%. Los biente por una hora. Otros compuestos del
cultivos se incubaron a 3Z durante 48 virus fueron removidos por centrifugacion
horas para observar posible efecto cito-a 150.000 g por dos horas. El sobrenadante
patico. Se realizaron 4 pasajes y se conconteniendo la glicoproteina G se dializo
trolaron por la técnica de fijacion de por 24 horas a 4°C en 4 litros de tris 10 mM.
complemento 50% hemdlisis para descar-La pureza de la proteina G fue examinada
tar la presencia de virus activo (OIE, 2004).por electroforesis en geles de poliacrilamida

(PAGE), seguida por coloracién con azul
Purificacion del virus de EV: Las dos brillante de Coomasie (Laemmli, 1970). La
muestras de las cosechas correspondientancentracion de la proteina G fue deter-
a cada uno de los virus que dieron el mejominada por el método de Bradford.
titulo infeccioso, se sometieron a purifica-
ron y concentraron mediante una serie dePreparacién de la vacuna experimental:
centrifugaciones y se tomo una cantidadUna vez conocida la concentracién de
suficiente de cada muestra para obtener ylicoproteina G en microgramos/ml de cada
cuantificar la glicoproteina G, siguiendo cultivo de virus, la cosecha viral inactivada,
la metodologia de Yilmat al, (1985) con fue concentrada con ultrafiltro de 300K en
algunas modificaciones. Brevemente, cadacartucho (Millipore Corporation, Bedford,
muestra de virus fue clarificada medianteMA), hasta alcanzar un factor de concen-
una centrifugacién a 1.000 g por 10 minu-tracion de 5 X con el fin de obtener la con-
tos y una segunda a 10.000 g por 90 minu<centracién final deseada.
tos. Posteriormente cada muestra de virus
se sometié a ultracentrifugacién a 85.000Formulaciéon de vacuna de agua en acei-
g por 90 minutos utilizando un colchén de te (w/0): La emulsién se realizé en una pro-
glicerol al 50%. EI sedimento fue resuspen-porciéon de 50:50 (v/v): 50% de adyuvante
dido en buffer TEN (0.01 M tris pH 7.4, 0.1 incompleto de Freund preparado con acei-
M Nacl, 0.001M EDTA) y luego sonicado te mineral y un emulsificante y 50% de los
a 40 watts por 9 segundos para eliminarantigenos en solucién acuosa (I y NJ con-
grumos. Posteriormente se centrifugd acentrados 5X). La emulsién se realiz6 pa-
50.000 g por 90 minutos utilizando sando la mezcla de antigenos - éleo a través
gradientes de sacarosa de 10 y 40%. Lale un emulsificador de flujo continuo
banda de virus se colectd y resuspendié eifSilverson, Waterside, CB), obteniéndose
1: 2,5 mililitro de buffer TEN y se sometié un producto estable con alta viscosidad.
a ultracentrifugacion a 150.000 g por una
hora. El sedimento correspondiente al vi-Esterilidad: Una vez preparada la vacuna
rus fue resuspendido en buffer TEN y oleosa, se sometié a prueba de esterilidad
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utilizando agar sangre, agar saboreaud, calmilar, obteniéndose el mayor titulo infec-
do tioglicolato y caldo cassoy. cioso hacia las 16 horas posinfeccion vy el
mayor titulo fijador de complemento a las
Disefio experimental:La vacuna bivalente 18 horas posinfeccion. El titulo infeccioso
NJ e | fue ensayada en dos grupos demostré una ligera caida después de alcan-
cobayos adultos de 500 gramos de pesaar su mayor nivel; sin embargo, el titulo
corporal, utilizando 10 animales por grupo fijador de complemento se mantuvo relati-
y tres cobayos control sin vacunar por gru-vamente estable después de las 18 horas
po, todos negativos a anticuerpos contrgposinfeccién incluyendo la muestra toma-
EV. El primer grupo (A) se vacun6 con 0.4 da 24 horas después de la inactivacion viral.
ml de vacuna y el segundo (B) con 0.2 ml,En la Tabla 1 se observan los resultados de
ambos por via subcutanea. la dinamica de infeccién para los cultivos
realizados en el biorreactor a pequeia es-
A los 30 dias posvacunacion, se tomo6 suero deala, Celligen Plus ® que fueron utilizados
todos los cobayos, incluyendo los controlespara formular la vacuna.
con el fin de determinar los titulos de
anticuerposneutralizantes contra los dos Inactivacion viral: Al realizar la prueba
tipos de virus utiliando latécnica de micro- de inocuidad se observé que ninguno de
neutralizacion en placa (Arbeldetzal, 1979). los cultivos inactivados mostré sefiales de
actividad viral (efecto citopatico y/o titulo
fijador de complemento 50%) durante los
pases ciegos en monocapas de células
Cultivos virales: Los cultivos de | y NJ BHK-21 clon 13 dando un resultado satis-

mostraron una cinética de ataque viral si-factorio.

RESULTADOS

Tabla 1
Cinética de infeccién de cultivos de virus de Estomatitis Vesicular serotipos Indiana
y New Jersey medida en DITC 50% (dosis infectante tejido celular 50%) y TFC 50%
(titulo fijador de complemento 50%). La muestra de inactivado fue tomada 24 horas
después de iniciar el proceso de inactivacion. La prueba de DITC 50% N.A. (no
aplica) para el caso del inactivado.

Cultivo de virus de estomatitis vesicular

Indiana New Jersey
Horas DITC 50% / ml TFC 50% / ml DITC 50% / ml TFC 50% / ml
posinfeccién
12 8.2 1:55 8.8 59
14 8.33 1:61 8.96 68
16 8.5 1:157 10.05 256
18 8.2 1:174 8.32 255
Inactivado N.A. 1:216 N.A. 250
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Purificacién viral y cuantificacion de G en la suspension viral inactivada con-
glicoproteina G: Se logré la purificacion centrada 5X que fue utilizada para la
de la glicoproteina G en aproximadamenteformulacién de vacunas fue de 83.8 micro-
95% para | y 98% para NJ como se observagramos/ml de | y 93.6 microgramos/ml de
en la Figura 1. NJ.

Al realizar la cuantificacién de proteina de Formulacion de vacuna:el 25% de la va-
las muestras dializadas de la glicoproteinacuna correspondié a cultivo de virus de |
G se obtuvieron los siguientes resultados:inactivado concentrado 5X, 25% de culti-
513.1 microgramos/ml para la muestra de Ivo de virus NJ inactivado concentrado 5X
y 591.3 microgramos/ml para la muestra dey 50% adyuvante de Freund incompleto,
NJ. Teniendo en cuenta que de acuerdo a lbb cual equivale a 21 microgramos de
electroforesis se estimé porcentaje de puriglicoproteina G I/ml de vacuna y 23.4
ficacion del 98 y 95%, los resultados corre-microgramos de glicoproteina G NJ/ml de
gidos fueron 502.8 microgramos/ml paravacuna. En la Tabla 2 se muestra la canti-
la glicoproteina de | y 561.7 microgramos/ dad correspondiente de glicoproteina G | y
ml para la glicoproteina de NJ. TeniendoNJ con la que se inocularon los cobayos
en cuenta que el cultivo viral inactivado del grupo Ay B, de acuerdo a los volume-
fue concentrado 30X (factor de concentra-nes utilizados (0.4 ml y 0.2 ml de vacuna,
cion 30), el valor estimado de glicoproteinarespectivamente).

- - = ’ e
—
-
\_ J N\ J
e e
NEW JERSEY INDIANA

Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida (10%) (G = Glicoproteina G). Los canales

1 al 4 contienen muestras de virus de EV serotipo NJ y los canales 6 al 9 de serotipo I. El
patréon de peso molecular se observa en el canal 5; Canales 1y 6: muestra de cultivo viral
inactivado; Canales 2 y 7: muestra de paso intermedio durante la purificacion viral; Cana-
les 3 y 8 muestra de glicoproteina G purificada; Canales 4 y 9 muestra de proteinas elimi-
nadas durante la purificacion de la glicoproteina G.
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Esterilidad de la vacuna: Fue satisfacto- esta correlacionado con el titulo infeccio-
ria ya que no se evidencié crecimiento deso y es un indicador de la buena calidad
microorganismos en los agares ni en losdel antigeno (Camargo, 1950). Sin embar-
caldos durante los quince dias de observago, se observé que aunque los titulos
cion. infectantes se disminuyeron a las 18 horas
posinfeccion, los titulos fijadores de com-
Resultados de serologia a los 30 dias plemento se mantuvieron, lo cual nos indi-
posvacunacion En la Tabla 3 se observan ca que aparentemente la cantidad de
los titulos de anticuerpos neutralizantes deantigeno se mantiene pero si el cultivo viral
los cobayos pertenecientes al grupo A loscontinla es probable que disminuya la ca-
cuales fueron inoculados con 0.4 ml delidad del inmunégeno.
vacuna. El promedio aritmético para | fue
4.0 log y para NJ 4.61 log y los resultadosL0 anterior constituye una mejora sustan-
de los titulos de anticuerpos neutralizantestial en el proceso de produccion de cultivos
de los Cobayos del grupo B que fueron ino_de virus de EV a nivel indUStrial, ya que el
culados con 0.2 ml de vacuna. Los prome-laboratorio estaba utilizando mayor canti-
dios aritméticos fueron 3.66 log y 4.05 paradad de semilla de virus para inocular los
| y NJ respectivamente. cultivos virales lo cual se veia reflejado en
un incremento en la duracién de los mismos
y titulos virales mas bajos en comparacion
DISCUSION con los obtenidos en este experimento, lo
cual es probable que se deba al efecto de
Con la presente investigacion se logro de-interferencia viral que se ha documentado
terminar la multiplicidad de infeccion en en repetidas ocasiones para el virus de la EV
cultivos de células BHK-21, obteniéndose (Cave,et al, 1985)
el mayor rendimiento de titulo infeccioso
a las 16 horas posinfeccion para los dosEstos titulos infecciosos y fijador de com-
virus NJ e |, después de este tiempo comienplemento son Optimos para la produccion
zan a bajar considerablemente los titulosde la vacuna experimental contra la EV ya
infecciosos, sugiriendo este hecho que losgjue en varios ensayos de vacunas desarrolla-
virus se van degradando al agotarse ebas por el ICA, partiendo de virus con titulos
sustrato celular. El titulo fijador de com- infecciosos similares, se obtuvieron resulta-
plemento fue 6ptimo para los dos virus | y dos muy satisfactorios en bovinos de experi-
NJ a las 18 horas posinfeccion. Este titulomentacion y en predios localizados en

Tabla 2
Disefio experimental para la evaluacién de dos concentraciones diferentes
de glicoproteina G de | y NJ en la formulaciéon de vacuna contra la EV

Serotipo Grupo A Grupo B
(10 cobayos) (10 cobayos)
0.4 ml de vacuna 0.2 ml de Vacuna
Indiana
(mg glico G/dosis) 8.4 4.2
New Jersey
(mg glico G/dosis) 9.4 4.7
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Tabla 3
Titulos de anticuerpos neutralizantes a los 30 dias posvacunacién de los 20 cobayos
pertenecientes a los grupos Ay B. Los titulos corresponden al reciproco de la
méaxima dilucién logaritmica en la cual el suero neutraliza 100 DITC 50/ml de virus
de EV para los serotipos | 'y NJ.

Grupo A Grupo B
0.4 ml de vacuna 0.2 ml de vacuna
Cobayo # Indiana New Jersey Indiana New Jersey
1 4.95 4.55 3.45 4.35
2 3.45 3.75 3.75 4.05
3 3.45 4.35 3.45 4.35
4 3.75 4.35 3.75 4.05
5 4.05 4.05 3.75 3.45
6 4.05 4.05 3.75 4.05
7 4.04 4.35 3.75 4.95
8 4.05 5.85 3.45 4.05
9 4.05 5.25 3.45 3.15
10 4.05 4.55 4.05 4.05
Control 1 =045 =0.45 =045 =045
Control 2 = 0.45 = 0.45 = 0.45 = 0.45
Control 3 =045 =0.45 =0.45 = 0.45

distintas areas endémicas de la enfermedathunidad en ratones inoculados con 10 mi-
(Arbelaezet al, 2003; 1989; 1988; 1982). crogramos de glicoproteina G del virus de
EV NJ. En el presente trabajo se encontré
Los cobayos vacunados con 0.4 ml de vacugue auln inoculando cobayos con un poco
na con virus completo, bivalente e inactivada,menos de la mitad de la dosis (4.2 y 4.7
mostraron un promedio de titulo neutralizantemicrogramos de glicoproteina G de | y NJ
de 4.61 log contra el virus NJ y de 4.0 logrespectivamente) se obtuvo una buena in-
contra el virus I. En general los titulos demunidad.
anticuerpos neutralizantes obtenidos en am-
bos grupos de cobayos se correlacionan coffeniendo en cuenta lo anterior la produc-
proteccién en bovinos, los cuales se protecion de la vacuna contra la EV con base a
gen al desafio con 10.000 DITC50/ml (dosisla cuantificacion de glicoproteina G es una
infectante tejido celular 50) de virus vivo por herramienta méas precisa que el titulo
via intradermolingual, cuando presentan ti-infectante debido a que este (ltimo cuanti-
tulos seroneutralizantes = 4 log, segun estufica particulas virales Gnicamente antes de
dios experimentales desarrollados por el ICAla inactivacién, sin tener en cuenta la posi-
(Arbelaezet al, 1989, 1988). ble degradacion viral o pérdida de inmuni-
genicidad de algunas particulas virales
En un estudio experimental Yilmet al. durante el proceso de inactivacion.
(1985), reportaron que se logré buena in-
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