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EMULSIFICANTE-MONTANIDE 888 PARA LA PREPARACION DE =+ i ¢ e
VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO S T

:

+ . D. Abaracén’;

COMUNICACION BREVE

La produccion de vacunas con adyuvante
oleoso {adyuvante incompleto de Freund) impli-
ca el uso de un antigeno en’ suspension acuosa,
de un aceite mineral blanco y de un agente emul-
sificante que permita la ’disp'ersién del antigeno
inactivado (suspensaon acuosa) en el seno del
aceite mineral, formando una emul5|on estable
de tipo agua-en-aceite. :

En el Centro .Panamericano de Fiebre Aftosa
(CPFA) se usa antigeno producido-en. cultivos de
células BHK,,, clon 13, en monocamada o sus-
pensién  {7): y un aceite: mineral ‘blanco USP
(Marco! 52%}. Inicialmente 'se usé el mono-oleato
de manitol {Artacel A*} como emulsificante y
posteriormenté fue sustituido por oleato de mo-
noanhidro y deanhldromanltol (Montamde 80°%).
En ensayos comparatwos reahzados con vacunas
en el CPFA el Montanide 8Q. demostro poseer
las mismas propiedades del Arlacel A (6) y estd
garantizado por una |nformacton técnica mads
completa de la firma productorax .

La formulacion de la vacuna elaborada en eI
CPFA consta de 50% de fase acuosa'y 50% de
la fase oleosa compuesta por 90% de Marcol 52
y 10% de agente emulsificante. La mezcla es
finamente emulsificada por un proceso mecé‘nico,
en un aparato emulsificador industrial® especial-
mente desarrollado "para ‘ese fin, quedando el
producto final con una viscosidad elevada.
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4Arlacel A — ICI American Inc. Atlas Chemicals Divi-
sion, U.S.A.

$Montanide 80 — SEPPIC, Parrs, Francia.
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Para solucionar ese problema, y-a pedido del
CPFA, la firma SEPPIC desarrollé el octodoce-
noato de anhidromanitol, un nuevo-emulsificirite
lipofflico, con un balance hidrofilico/lipofilico
(HLB) de 5,0 (Montanide 8887); que supera
todas las pruebas fisicas y bioldgicas exigidas para
productos de esta clase y permite prodieir emui-
siones primarias de tipo- agua-en-aceite. de baia
viscosidad, lo que facilita su manejo. - - - :

La viscosidad de la vacuna preparada ‘con Mon-
tanide 888, medida en el viscosimetro ‘Brokkfield
modelo LVT con la muestra'a 25°C y ‘el:aparato
ajustado a 12 rev/min es de aproximadamente 300
cps frente a 2400 cps que presentan las ‘vaciuinas
elaboradas con Arlacel A o Montanide 80; deter-
minadas con el mismo viscosimetro ‘ajustado: a ta
misma velocidad y temperatura. = 7.0 v s

Cuando se centrifugan muestras de-ambas’ va-
cunas a 1000 g por 60 minutos $e observd:uh
cuadro similar, sin separacion de antigéne én-el
fondo del tubo y con una pequefia separacion
de aceite en la parte superior, ‘que en:la‘prepara-
cién con Montanide 888 es algo 'menor y'- mas
turbia. La estabilidad a 4°C es superior a-dos‘afios
con ambas vacunas. La estabilidad a 379C es ‘'de
mds de seis meses para las vacunas con- Mbntanide
888 y de aproximadamente 30 dras: para las vacu~
nas con Montanide 80. S

' £n un ensayo preliminar realizado en‘el CPFA;

una vacuna preparada con una muestra de Non-
tanide 888 fue comparada con otra vacuna pre-
parada con Montanide 80, val sef aplicadas ien:
bovinos jovenes ambas mostraron un con*\ii"o'r't‘aU
miento inmunoldgico similar durante seis meses
posvacunacion, siendo la primera menos viscosa
(3). S e

En la investigacion efectuada, para confirmar
el comportamiento y estabilidad inmunoldgicos,

5 Caldeiraria e Mecanica INOX. Maua-SP, Brasil.
7Montanide 888 — SEPPIC, Paris, Francia.
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se realizaron varios experimentos en los que se
compararon vacunas producidas con cuatro par-
tidas diferentes de Montanide 888 frente a vacunas
praducidas con la misma composicion antigénica
y el mismo aceite mineral, pero con una partida ya
conocida de Montanide 80, tomada como referen-
cial En algunos ensayos las vacunas fueron prepara-
das en volimenes de 2,0 litros usando un emulsifi-
cador® de mesa y en otras en volimenes de 360
litros con el emulsificador industrial antes mencio-
nado.

En el experimento 2 las vacunas con ambos
emulsificantes fueron producidas con la fase acuo-
sa formada por virus inactivado adsorbido sobre
hidroxido de aluminio (2). En la preparacion final
habia una parte de fase acuosa para 2 partes de
fase oleosa.

Las pruebas fueron realizadas en bovinos sus-
ceptibles de 9 a 18 meses de edad, nunca vacuna-
dos contra la fiebre aftosa y la inmunidad fue eva-
luada por seroproteccion segun Cunha y colabora-
dores (4) y expresada en expectativas porcentuales
de proteccion (EPP) segin Gomes y Astuditlo (5).

Las pruebas en cobayos fueron hechas por dosis
protectoras 50% en cobayos vacunados por via in-
tramuscular con 1/20 de la dosis bovina con vacu-
nas diluidas en diluyente activo (emulsion igual a
la vacuna pero sin virus), y comprobados a los 30
dias posvacunacion.

Los resultados observados en las seis pruebas
en bovinos (Cuadro 1) no muestran diferencias
significativas entre los dos emuisificantes. tanto
en vacunas recién elaboradas como conservadas
a 49C par hasta 24 meses. Esta observacion vale
tanto para las vacunas de tipo oleoso como para
las vacunas con antigeno adsorbido sobre hidroxi-
do de aluminio (aceite/hidroxido). Los valores ob-
servados en cobayos son en media siempie supe-
riares a los de las vacunas preparadas con Monta-
nide 80.

8Silver.r>&:\n~Mv:<lchime (Sales) Ltid. London, Engiand.

,’ Como consecuencia de estos ensayos, las vacu-
nas con adyuvante oleoso producidas en el CPFA
pasaron a ser preparadas con Montanide 888 desde
septiembre de 1982, con excelentes resultados en
las pruebas de control regular de vacunas y en la
respuesta seroldgica de los bovinos de campo.
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CUADRO 1. Comparacidén entre Montanide 888 y Montanide 80. Ensayas con vacunas recién elaboradas
y luego de conservadas a 4°C por hasta 24 meses.
epp’ DPCs,°
Tipo de - i
E xperi- vacuna Meses Virus VA”"’ c
mento Dosis consery. z A 0
N© Vacunas bovino a4°cC 300 90 30 90 30 90 30° 30 30
Vacuna N© 1 Oleosa
Mont. 80 5 mi 1 79 60 85 70 93 72 32 64 51
1 Vacuna N°© 2 Oleosa
Mont. 888 (Part. 1) 5 mi 1 90 88 86 93 97 92 79 128 64
" " 24 99 99 92 90 99 97 — - —
Vacuna N°® 3 Aceite/
Mont. 80 hidroxido 9 84 76 94 75 95 75 27 32 12
20 ml
2 .
Vacuna N° 4 Aceite/
Mont. 888 (Part. 1) hidroxido
2,0ml 9 93 89 93 71 98 92 32 27 19
” 24 99 98 97 89 99 90 — - —
Vacuna N° 5 Oleosa
Mont. 80 50mi
3 Prod. Ind. 3 99 83 91 90 99 83 110 128 32
Vacuna N°® 6 Oleosa
Mont. 888 (Part. 2) 5,0 ml
Prod. Ind. 3 90 8 82 85 97 85 128 200 128
Vacuna N® 7 Oteosa
Mont. 80 5,0 ml 2 77 76 80 69 95 88 - - -
4
Vacuna N® 8 Oleosa
Mont. 888 (Part. 3} 5,0 ml 2 83 93 72 84 99 96 - - -
Vacuna NC 9 Oleosa
Mont. 80 5,0 mi
5 Prod. Ind. 1 98 — 96 - 98 - 232 =232 16
Vacuna N° 10 Oleosa
Mont. 888 (Part. 3) 50ml
Prad. Ind. 1 99 - 99 - 98 - 232 232 232
Vacuna N© 11 Oleosa
Mont. 80 50mi
6 Prod. Ind. 1 98 98 94 93 99 97 16 232 232
Vacuna N© 12 Oleosa
Mont. 888 (Part. 4) 5,0 ml
Prod. Ind. 1 99 99 97 99 99 99 >32 >32 16

a
E xpectativa porcentual de proteccién.

Dosis protectora cobayo 50%.
€ L
Dras posvacunacion.





