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VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO!

Hans G. Bahnemann? & Julio A. Mesquita*

RESUMEN

En este trabajo se describe la preparacién de
una vacuna con adyuvante oleoso y se dan algunos
detalles pertinentes. Los resultados de estudios de
inmunogenicidad en bovinos en pruebas de labora-
torio y en experimentos de campo son indicados.
También se discute la incidencia de fiebre aftosa
en poblaciones bovinas vacunadas con vacuna oleo-
sa en experimentos de campo de larga escala en
Argentina y Brasil. La aplicacién sistemdtica de
vacuna antiaftosa oleosa induce mayor proteccion
a la poblacién bovina vacunada que la aplicacion
de vacunas convencionales de hidréxido de alumi-
nio. Por lo tanto deberia ser una importante herra-
mienta en los programas de control de la fiebre
aftosa en Ameérica del Sur.

INTRODUCCION

Durante los altimos 50 afios la vacuna antiafto-
sa estandar ha sido preparada con antigeno inac-
tivado adsorbido a! hidroxido de aluminio. Aun-
que los métodos de produccion e inactivacion del
antigeno han cambiado a través de los aiios, actual-
mente la mayoria de las vacunas son preparadas
con hidréxido de aluminio, que ya fue usado en
1937 en la primera vacuna eficaz.

El primer estudio sobre el uso de un adyuvante
oleoso con antigeno del virus inactivado fue publi-
cado en 1963 (8). Posteriormente este adyuvante
fue estudiado para la preparacion de una vacuna
antiaftosa eficaz para porcinos. En 1968 El Centro
Panamericano de Fiebre Aftosa (CPFA) inici6 es-

! presentado en el X Congreso Panamericano de Veterina-
naria y Zootecnia y V Congreso Argentino de Ciencias
Veterinarias, Buenos Aires, Argentina, 23-27 septiembre
1985.

2 Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS),
Caixa Postal 589, 20001 Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

tudios, de laboratorio y de campo, de una vacuna
con adyuvante oleoso para ser aplicada en bovinos.
L.os estudios de campo se iniciaron en Brasil vy
luego se extendieron a Argentina, Bolivia, Colom-
bia, Ecuador, Paraguay, Per( y Uruguay (6).

PRODUCCION DE VACUNA
Produccion de antigeno

Actualmente la mayoria de los laboratorios pro-
ductores de vacuna antiaftosa usan cultivos celula-
res, principalmente células BHK-21, para la replica-
cion del virus de la fiebre aftosa. Con este proposi-
to, el CPFA también utiliza estas células cultivadas -
en monocamadas o en suspension.

Los cultivos celulares son infectados con una se-
milla de virus que tiene pocos pasajes en cultivos
celulares, un elevado titulo infeccioso y es contro-
lada serolbgicamente para comprobar la esgecifici-
dad de la cepa de virus. Las suspensiones de virus,
después de recolectadas, son purificadas por un
tratamiento intensivo con cloroformo y clarifica- .
das por medio de filtracién o centrifugacién. Ac-
tualmente la mayoria de los laboratorios realizan
la inactivacion con un agente alquilante que pro-
porciona una inactivacion de primer orden o lineal.
El inactivante preferido por la mayoria de los labo-
ratorios productores de vacuna es la etilenimina
binaria (BEI), desarrollada en el CPFA (4), donde
es usada a 3mM durante 24 horas a 26°C. La prue-
ba de inocuidad se hace en cultivos de células en
monocamadas, realizando tres pasajes seriados.

La cantidad de antigeno viral en cada suspen-
sion de virus es determinada por los titulos de in-
fecciosidad; en el CPFA se usa la prueba de unida-
dades formadoras de placa en monocamadas de
cultivos celulares. La pureza y la especificidad del
subtipo de cada suspension de virus son controla-
das por la prueba de fijacion del compiemento.
La cantidad de antigeno viral se determina con
mas precision por la prueba de centrifugacion de la
suspension viral en un gradiente de densidad de
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sucrosa o de cloruro de cesio. El CPFA usa la
centrifugaciéon en un gradiente de densidad de
cloruro de cesio, que a la vez permite examinar
la integridad del antigeno por electroforesis en ge-
les de poliacrilamida (PAGE). En la produccion
regular de antigeno de virus de la fiebre aftosa en
monocamadas y en suspension de cultivos celula-
res en el CPFA, los valores para la masa antigéni-
ca de las cuatro cepas de virus usadas (O, Campos,
A, 4 Cruzeiro, A Venceslau y C3 Indaial) general-
mente estan entre 1,5 y 3 microgramos/ml.

Preparacion de antigeno

La preparacion de vacuna antiaftosa polivalente
con hidroxido de aluminio generaimente se hace
mezclando las vacunas inactivadas monovalentes.
En el caso de las vacunas oleosas, y con el uso de
inactivantes de primer orden, es posible mezclar
suspensiones de antigeno monovalentes antes de
adicionar el adyuvante. Los diferentes antigenos
son mezclados de tal manera que una Gnica dosis
de vacuna contenga antigeno de cada tipo de virus
suficiente para cumplir con los requisitos de poten-
cia de los contralores oficiales.

La cantidad de antigeno a ser usada en una va-
cuna es determinada en varios laboratorios por la
infecciosidad y los titulos de fijacion del comple-
mento de las suspensiones virales. La determinacion
de la masa antigénica por medio de centrifugacion
en un gradiente de densidad permite, sin embargo,
una mejor estandarizacion del contenido antigéni-
co de las vacunas antiaftosa.

Después de los controles de potencia de un gran
nimero de vacunas preparadas con antigenos con
determinaciones de masas antigénicas, el CPFA ha
decidido usar actualmente las siguientes cantidades
de contenido de antigeno por dosis de cada tipo de
virus: O, Campos, = 2,2 microgramos; virus A,
= 1,4 microgramos (casi las mismas cantidades de
A4 Cruzeiro y A Venceslau), y virus C3 Indaial,
> 1,0 microgramos. La dosis estandar de vacuna es
de 5 ml y la cantidad total de antigeno esta conte-
nida en 2,5 mi de suspensién del antigeno sin
ninguna concentracion.

Emulsificacion

El Gltimo paso en la produccion de una vacuna
antiaftosa con adyuvante oleoso es la mezcla del

antigeno viral con una parte igual de aceite mineral
blanco (Marcol 52), que contiene 10% de un emul-
sificante (Montanide 888), y la preparacion de una
emulsién primaria agua-en-aceite.

Con este proposito, la mezcla de aceite emulsifi-
cada es esterilizada por filtracion en cartuchog
Millipore y adicionada a la preparacion de antige-
no. Esta mezcla antigeno-aceite-emulsificante es
pasada a través de un emulsificador industrial de
tipo Silverson desarrollado en el CPFA y el grado
de dispersion de la emulsion es comprobado mi-
diendo la resistencia con un medidor de conducti-
vidad producido localmente. Para obtener la resis-
tencia deseada de mas de 100 mega Ohm, la vacu-
na generalmente es pasada tres veces a través del
emulsificador.

La estabilidad de la emulsion de la preparacion
final de la vacuna es controlada por la prueba de
centrifugacion (3000 rpm durante 3 horas) y por
el mantenimiento de las muestras de vacuna a
379C por 15 dias.

Prueba de potencia

El CPFA recomienda que la potencia de la vacu-
na antiaftosa con adyuvante oleoso sea una expec-
tativa porcentual de proteccion (EPP) de 85% en
animales de 9 a 12 meses de adad. En las pruebas
de desafio directas en bovinos, por lo menos 12
de 16 animales vacunados deberan estar protegi-
dos (7).

Todas las partidas de vacuna preparadas en el
CPFA son examinadas después de envasadas por
medio de pruebas de potencia en cobayos y en
bovinos. En cobayos, la dosis potectora cobayo
50% (DPCso) es determinada por inoculacion de
0,25 ml de vacuna diluida con diluyente activo y
desafiada con la cepa del virus homoblogo al usado
en la vacuna. El valor de la DPC;s es calculado per
el volumen de vacuna inoculado, esto es, 0,25 ml.
Sin embargo, no se ha establecido una relacion
directa entre el valor de la DPCs¢ vy la proteccion
en bovino. Por lo tanto, se considera la DPC5 o mas
como una prueba de tamiz que como una prueba
definitiva para el control de potencia.

La potencia en bovinos es comprobada inocu-
jando animales que nunca tuvieron contacto con la
fiebre aftosa y determinando el nivel de anticuer-
pos en los sueros recolectados entre 21 y 28 dias

<&
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después de la vacunacion. Los anticuerpos neutra-
lizantes son medidos por pruebas de neutralizacion
de virus en cultivos celulares o en ratones lactan-
tes, también denominada prueba de seroproteccion
(SP). Los titulos de seroproteccién son usados pa-
ra calcular la EPP (77, 13, 14). Para la preparacion
de vacunas con las cantidades de antigeno anterior-
mente mencionadas, la media de la EPP es de 85%
como minimo, pero generalmente estd entre 90 y
97. Todas las valencias que integran las vacunas
son comprobadas en cada partida de vacuna.

Los laboratorios oficiales de control en la Ar-
gentina, Brasil y Uruguay han experimentado la
vacuna con adyuvante oleoso del CPFA en pruebas
de desafio directas en bovinos para determinar la
potencia, estabilidad y duracion de inmunidad.

INMUNOGENICIDAD DE LA VACUNA
ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO

Estudios experimentales

La inmunogenicidad de la vacuna antiaftosa con
adyuvante oleoso y la duracion de la inmunidad in-
ducida por estas vacunas en bovinos jovenes y
adultos primovacunados y revacunados fueron
estudiadas en extensos experimentos de laborato-
rio en el CPFA y en el campo {7, 2, 3, 6, 12).
las Figs. 1 y 2 muestran algunos de los resultados
obtenidos en la primovacunacion y revacunacion
respectivamente.

La vacuna con adyuvante oleoso proporciona
titulos de anticuerpos séricos més altos y durante
més tiempo que la vacuna de hidréxido de alumi-

nio. Este efecto es mucho maés evidente en la re-
vacunacion. La recomendacion para la aplicacion
de la vacuna con adyuvante oleoso es, por lo tanto,
que los animales jovenes con menos de dos afios de
edad sean revacunados con intervalos de seis me-
ses, mientras que en los animales con mas de dos
afios de edad previamente vacunados, una revacu-
nacion seria suficiente.

Desafio de campo

Los estudios de inmunogenicidad de la vacuna
antiaftosa con adyuvante oleoso, tanto de labora-
torio como de campo, indicaron que este tipo de
vacuna indujo niveles altos de anticuerpos para ¢l
virus de la fiebre aftosa y por periodos mas largos
de tiempo que la vacuna convencional de hidroxi-
do de aluminio.

Dos paises en América del Sur, Argentina y
Brasil, ensayaron en larga escala la vacuna oleosa
en programas de campo, comparandola con la va-
cuna convencional de hidroxido de aluminio
(saponina). En Argentina, en Hipdlito Yrigoyen,
provincia de Buenos Aires, cerca de 68.000 bovi-
nos fueron vacunados entre 1977 y 1981 con vacu-
na antiaftosa oleosa y la incidencia de fiebre aftosa
en esos animales fue comparada, en la misma area,
con los animales vacunados con vacuna comercial
de hidréxido de aluminio. En 1982, Caggiano y co-
laboradores informaron sobre ese experimento (5)
y los resultados se resumen en el Cuadro 1.

Recientemente Dora y colaboradores, en Bra-
sil, publicaron un informe (9) comparando la

CUADRO 1. Desafie a campo de vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso,
Hipdlito Yrigoyen, provincia de Buenos Aires, Argentina, 1977-1981

Vacunas

Bovinos Hidréxido de aluminio Oleosa
Rebafios vacunados 1.719 494
Animales vacunados 620.462 67.715
Rebafios afectados 365 23
Animales expuestos 245516 2874
Animales enfermos 34.373 441
Morbitidad/ 1000 55 7

Fuente: Datos de Caggiano et a/. (5).
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FIGURA 1. Expectativa porcentual de proteccion (EPP)
de bovinos para los subtipos O, A4 vy C3 del virus de la

fiebre aftosa.

incidencia de fiebre aftosa durante una epidemia
en Bagé, Rio Grande do Sul, Brasil, en 1980, en
dos grupos de bovinos vacunados con vacunas de
hidréxido de aluminio y oleosa, respectivamente.
Los resultados de ese estudio e resumen en el
Cuadro 2.

Aungue en el experimento en Argentina el na-
mero de animales vacunados con vacuna oleosa es
considerablemente menor que en el grupo control,
se puede percibir claramente que la incidencia de

2.0 M
1.0/ VIRUS A24

Media del {ndice de seroproteccion

1 2 3 4 5 6

Meses posrevacunacion

Vacuna con adyuvante oleaso

-—— Vacuna con hidréxido de aluminio-saponina
------- Antigeno sin adyuvante

FIGURA 2. Media del indice de seroproteccién de bovi-
nos revacunados con vacunas con adyuvante oleoso, con

hidréxido de aluminio-saponina o antigeno sin adyuvante

la enfermedad es menor en el grupo vacunado con
vacuna oleosa. La tasa de morbilidad en el grupo
vacunado con vacuna de hidréxido de aluminio
es de 55 por 1000 mientras que en el grupo vacu-
nado con vacuna oleosa solamente es de 7.

El experimento en Brasil comprende poblacio-
nes bovinas comparativas de mas de 200.000 ani-
males para cada tipo de vacuna. Las tasas de
morbilidad para la vacuna de hidroxido de alu-
minio y para la vacuna oleosa fueron 45 y 6
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CUADRO 2. Desaf/o a campo de vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso.,
Bagé, Rio Grande do Sul, Brasil, 1980
Vacuna Vacuna oleosa
hidréxido de
Bovinos aluminio Total Primovacunados Revacunados
Rebafios vacunados 1.813 620 316 304
Animales vacunados 220.532 240.616 87.831 152,785
Rebafios afectados 73 20 9 1
Animales expuestos 30.780 17.164 5.647 11.517
Animales enfermos 9,958 1.546 1.218 328
Morbilidad/1000 45 6 14 2

Fuente: Datos de Dora et al, (9).

respectivamente, sorprendentemente similares a las

del experimento en Argentina (Cuadro 3). Tam-

bién es muy interesante la comparacién de los ani-

males vacunados una, dos o mdas veces con vacuna .
con adyuvante oleoso. Los animales primovacuna- _

dos tenian una tasa de morbilidad dos tercios mas
baja en comparacion con la vacuna de hidroxido
de aluminio. Los animales vacunados dos o mds ve-
ces con vacuna oleosa tuvieron una tasa de morbiti-
dad més de veinte veces mas baja que los animales
vacunados con vacuna de hidrdxido de aluminio.
Estos resultados muestran que la incidencia de

la enfermedad es bastante reducida en poblaciones

de animales vacunados con vacuna con adyuvante
oleoso. Concordamos con Dora y colaboradores
que si todos los animales en esa determjnada 4rea
hubiesen sido vacunados con una vacuna con ad-
yuvante oleoso, la incidencia hubiese sido insigni-

ficante. Esta opini6n es confirmada por la observa-

cion de que la poblacién bovina en Bagé, que con-
tinda siendo vacunada con vacuna oleosa, no ha te-
nido ningln caso de fiebre aftosa en los afios si-

guientes a la epidemia de 1980, aunque adn se pre-

sentan brotes de fiebre aftosa en Rio Grande do
Sul (70). Sin embargo, la incidencia de la enferme-
dad ha sido drasticamente reducida, ya que casi la
mitad de la poblacion bovina en ese estado, 5.5 mi-
liones de animales de un total de 12 millones de
bovinos, actualmente es vacunada con vacuna con
adyuvante oleoso.

CUADRO 3. 7asas de morbilidad fpor 1000) de fiebre
aftosa en dos experimentos de campo de /arga escala con
vacunas de hidréxido de aluminio y con adyuvante oleoso

Vacunas
Pafs Hidréxido de aluminio Oleosa
Argentina 1977-81 55
Brasil 1980 45 6

PRODUCCION ACTUAL Y FUTURA
DE VACUNA ANTIAFTOSA
CON ADYUVANTE OLEOSO

El CPFA prepara actualmente vacunas inactiva-
das con adyuvante oleoso para proyectos oficiales
de campo en la Argentina, Bolivia, Brasii, Ecuador,
Paraguay, Per(, Uruguay y Venezuela, y tiene en
existencia 560.000 dosis de vacuna para situaciones
de emergencia en éreas libres de la enfermedad.

La excelente experiencia con esta vacuna en
epidemias de fiebre aftosa en el su. .e Brasil v el
gran interés de los ganaderos en su aplicacidn lle-
varon a las autoridades gubarnamentales de Biasil a
establecer laboratorios de produccion de vacuna
con adyuvante oleoso en Campinas (Gobierno Fe-
deral) y en Porto Alegre {Gobierno del Estado,
Rio Grande do Sul) que se encuentran en opera-
cion desde 1984.
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Los laboratorios privados de produccion de va-
cuna en Brasil estan interesados en esta vacuna y
va han producido partidas experimentalmente. A
través de la experiencia de los proyectos oficiales,
apoyados por el CPFA, varios paises en América
del Sur también estin interesados en la produc-
cion de este tipo de vacuna en un futuro préoximo.
Por tanto, es probable que el volumen de produc-
cion de vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso
en América del Sur aumentara considerabiemente.
La aplicacién sistematica y masiva de este tipo de
vacuna tendra un profundo efecto en la situacion
epidemioldgica de la fiebre aftosa en el continente.
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