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PRUEBA DE POTENCIA PARA VACUNAS CONTRA LA FIEBRE AFTOSA
DE ADYUVANTE OLEOSO:
ENSAYOS DE DP;, EN COBAYOS Y EN BOVINOS DE UNA VACUNA
PREPARADA EN FORMA SEMI-INDUSTRIAL CON UNA
EMULSION DEL TIPO AGUA EN ACEITE

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
Direccion de Lucha Contra la Fiebre Aftosa?®

RESUMEN

Una vacuna contra la fiebre aftosa preparada en
forma semi-industrial fue ensayada mediante prue-
bas de potencia en cobayos y bovinos a los 1,2y
3 meses postvacunacion. En los cobayos, los valo-
res de DPs, a los 30 dias fueron ligeramente més
bajos que a los 60 6 90 dias. No hubo diferencia
significativa entre los valores de DPs, en bovinos a
los 30, 60 6 90 dias. Los nimeros de DPs 4 en bo-
vinos después de la exposicion por contacto fueron
significativamente més bajos que después de la des-
carga en la lengua.

INTRODUCCION

En un trabajo anterior la calidad de las vacunas
antiaftosas de adyuvante oleoso se estimo median-
te pruebas de potencia basadas en el estudio de
anticuerpos en bovinos y cobayos vacunados (2).
Se determiné que para una prueba de dosis protec-
tora 50% (DPs,), ta vacuna debia ser diluida en
una emulsién sin antigeno del tipo agua en aceite.
También se demostré que el cobayo podia ser un
animal de laboratorio Gtil para las pruebas de po-
tencia de las vacunas de adyuvante oleoso (2).

En el presente trabajo una vacuna preparada
en escala semi-industrial fue probada en bovinos Y
en cobayos. La inmunidad de los bovinos vacuna-
dos fue determinada por inoculacion de virus en la
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lengua o por contacto con animales afectados.
Tanto las pruebas con los cobayos como con los
bovinos se hicieron a los 1, 2 vy 3 meses después de
la vacunacién para determinar la variacion de los
resultados de las pruebas y para establecer el ny-
mero de DPs cobayo y DP; 4 bovino. :

MATERIALES Y METODOS
Vacuna
Produccion de los antigenos

Los antigenos para la vacuna se prepararon con
cepas del virus de la fiebre aftosa (FA) 0, Cam-
pos, A, 4 Cruzeiro y C; Resende cultivados en cé-
lulas BHK en suspensién en un tanque de 200 Ii-
tros en el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
(1). Sus caracteristicas se pueden observar en la
Tabla 1. Los antigenos fueron conservados a 4° C
por uno o dos meses después de la inoculacién. La
vacuna terminada fue conservada en las mismas
condicicnes por otros 3-4 meses antes de ser usada
en las pruebas de cobayos y 7-9 meses antes de la
vacunacién de los bovinos.

Formulacién de la vacuna

La vacuna era una emulsién de agua en aceite
de una suspensién trivalente de antigenos y de una
parte igual de la fase oleosa que consistia en aceite
mineral®> con 10% de monooleato de mannide®.
La emulsién se preparé en un tanque emulsifica-
dor de 50 litros (4). La vacuna fue diluida en una
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TABLA 1. Caracteristicas de los antigenos

Almacenamiento a 4°C en meses

Titulos Antigeno Vacuna
Virus Cepa infectividad® FC b inactivado Cobayos Bovinos
0, Campos 8.0 1/20 2 3 7-9
Aza Cruzeiro 7.3 1/18 1 3 7-9
(o Resende 7.8 1/18 2 4 7-9

2 Log; g DICCso/mt.

b FC, prueba de fijacibn del complemento {4 unidades hemoliticas de complemen-

tosg a 90 min},

emulsion similar sin antigeno (2) para las pruebas
de potencia en cobayos y en bovinos.

Cobayos

Se utilizaron cobayos albinos, machos, de 6 me-
ses de edad y con un peso aproximado de 650 g.

Fueron inoculados por via intramuscular grupos
de 16 cobayos con 0,25 ml en 4 series de dilucién
de la vacuna por cada tipo de virus y por cada pe-
riodo de descarga. Las pruebas de potencia para
los virus de los subtipos O, Campos, A, 4 Cruzeiro
y C; Resende fueron hechas a los 30, 60 y 90 dfas
postvacunacion.

La inmunidad de los cobayos fue comprobada
inoculando en la almohadilia plantar de cada uno
de ellos, no menos de 500 dosis generalizantes para
el cobayo.

Bovinos

En este experimento se utilizaron novillos de 2
afios de edad, de raza Hereford, de 200 kg de peso
aproximadamente, criados en una isla del Rio Ne-
gro, thruguay.

Nueve grupos de 8 bovinos cada uno, no vacu-
nados: previamente, fueron inoculados por vfa in-
tramuscular con 5 mi de vacuna diluida 1:10, 1:40
y 1:160, respectivamente, 3 grupos el primer dia,
3 a los 30 dias y 3 alos 60 dias. Treinta dias des-
pués que los Gltimos grupos habian sido vacunados,
todos los bovinos fueron expuestos simultinea-
mente a la FA. Por tanto, el estudio de su inmuni-

dad se hizo a los 90, 60 y 30 dias postvacunacion.
Exposicion al virus

La exposicion al virus de la FA se hizo con la
cepa subtipo O, Campos. Cuatro bovinos de cada
grupo fueron inoculados en el epitelio de la lengua
en 4 puntos con un total de aproximadamente de
10.000 Dlg,. Cuatro bovinos no vacunados sirvie-
ron como control y recibieron una inoculacion si-
milar de virus.

Los 4 animales restantes de cada grupo, asi co-
mo los 4 no vacunados como control, permane-
cieron en contacto con los animales inoculados.
Todos los animales estuvieron juntos en las mismas
instalaciones y en intimo contacto. Los animales
fueron examinados individuaimente a los 5y a los
10 dias después de la exposicion para determipar
la presencia de lesiones en la boca y en el espacio
interdigital.

Pruebas de anticuerpos

Antes de la vacunacion de los bovinos y antes
de la exposicion al virus fueron tomadas muestras
de sangre para pruebas de anticuerpos. Los sueros
fueron examinados por las pruebas de sercprotec-
¢cién (6) y sus resultados expresados como la media
de la expectativa porcentual de proteccién (EPP)
de acuerdo con Gomes y Astudillo (9).

Los sueros también fueron sometidos a prue-
bas de microneutralizacion com estd descrito por
Ferreira (7).
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RESULTADOS

Los valores de DPs, cobayos para cada uno de
los antigenos se muestran en la Tabla 2. Los valo-
res aumentaron ligeramente entre los 30 y los 60
dias postvacunacidon y permanecieron préctica-
mente constantes hasta los 90 dras.

TABLA 2. DPsq cobayo en 0,25 ml de vacuna
antiaftosa de adyuvante oleoso

Dras postvacunacion

Cepas de virus 30 60 90
0, 48?9 108 74
Asg 58 110 102
C; 56 77 69

?Reciproca de la dilucion de la vacuna (0,256 ml) que
protege 50% cobayo contra no menos de 500 dosis ge-
neralizantes,

La Tabla 3 resume los resultados de las pruebas
de microneutralizacion de los sueros con los anti-
genos O y A a diferentes periodos después de la
vacunacion. Se puede apreciar que de los 30 a los
90 dras postvacunacién el nivel se matuvo estable.

La dilucion de la vacuna en una ernulsién libre de
antigenos dio apenas una relativa y pequena reduc-
cion en el promedio de los titulos de anticuerpos.
Resultados similares se obtuvieron con las pruebas
de seroproteccion {Tabla 4).

Recién a los 3 meses después de la vacunacion,
el nivel de proteccion decayd en forma apreciable
para la vacuna diluida 1:160.

Los resultados de la exposicidn al virus del sub-
tipo O, se muestran en la Tabla 5. En esta tabla,
proteccion significa la ausencia de cualquier le-
sién en la lengua del animal inoculado excepto
aquellas de los puntos de inoculacidon y en los
animales de contacto, la ausencia de cualquier
lesién. De acuerdo con estos criterios se clasifico
“no protegido’ un niimero mayor de animales en
el grupo de animales de contacto que en el grupo
de los animales inoculados en la lengua. En el gru-
po inoculado en la lengua, hubo solamente 2 ani-
males con lesiones generalizadas, mientras que
los animales de control no vacunados e inoculados
en la lengua generalizaron en 48 horas. Sin embar-
go, la mayoria de las lesiones de los animales vacu-
nados se desarrollaron entre los 5 v los 10 dfas des-
pués de la descarga.

No hubo diferencia significativa en los valores
de las DPs, en los bovinos a los 30, 60 6 90 dias
(Tabla 5). Sin embargo, los valores de la DPs, en
los grupos de animales de contacto fueron signifi-
cativamente mas bajos que los del grupo inoculado
por via intradermolingual.

TABLA 3. Medias de los titulos de neutralizacién en bovinos @
vacunados con diluciones b de vacuna de adyuvante oleoso

Tipo de virus

0 A
Dilucién de Dras postvacunacion Dras postvacunacion
la vacuna 0 30 60 90 0 30 60 90
1/10 <1,0 31 2,8 3,2 <1,0 3,0 2,8 3,3
1/40 <1.0 26 2.8 2,9 <1,0 2,7 2,7 28
1/160 <1,0 2,6 25 2,4 <1,0 2,7 25 24

4 8 bovinos por grupo.

b Diluciones en emulsién libre de antigeno.
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TABLA 4. Expectativa porcentual de proteccién@
frente al virus tipo O de la fiebre aftosa en
bovinos vacunados con antigeno en varias diluciones
y en diferentes periodos postvacunacion
{Prueba de seroproteccién/

Dyias postvacunacion

Dilucion de

la vacuna P 30 60 90
1/10 92 89 96
1/40 97 91 93
1/160 99 87 73

a Gomes y Astudilio. Bltn Centro Panamericano Fiebre
Aftosa 17-18: 9-16, 1975.
b Diluciones en emulsion libre de antigeno.

TABLA 5. Proteccion de bovinos? a la exposicién con
virus tipo O, de la fiebre aftosa

Dias postvacunacion

Dilucion de  Via de
la vacuna P exposicion 30 60 90 Total
1/10 IDL 4/4 4/4 4/4a 12/12
CONT  3/4 3/4 3/4 912
1/40 IDL 4/4 3/4 a4/4 1112
CONT  1/4 2/4 3/4 612
1/160 10L 2/4 3/4 1/14 812
CONT  2/4 1/4 114 412
IDL 0/4 0/4 0/4 0/12
Controles  ~onT  0/4 04 0/4  0/12
DPsg Bovino IDL 160 160 1156
CONT 40 40 56

a Protegidos = ausencia de lesiones en las patas de bovi-
nos inoculados por via intradermolingual vy ausencia de
lesiones en los bovinos controles.

b Diluciones en emulsién libre de antigeno.

DISCUSION

Las pruebas de potencia que se realizaban con
las vacunas tradicionales con antigenos adsorbidos
con hidréxido de aluminio se hacfan por descarga

a los 21 dias postvacunacion, tanto en los cobayos
como en los bovinos {5). Sin embargo, los niveles
de anticuerpos en bovinos vacunados con vacunas
de adyuvante oleoso pueden continuar subiendo
hasta 90 dias después de la vacunacién mientras
que los niveles en los bovinos vacunados con vacu-
nas de hidréxido de aluminio alcanzan su pico a 30
dias aproximadamente (3). Por lo tanto es impor-
tante determinar el momento optimo de la exposi-
cién en las pruebas de potencia de las vacunas de
adyuvante oleoso.

En este trabajo, la inmunidad de los cobayos y
de los bovinos fue estudiada mediante exposicién
a los 30, 60 y 90 dias postvacunacion. Los valores
de la DPs, cobayos, que se ven en la Tabla 2, para
esos periodos, no indican la necesidad de hacer la
descarga mas alld de los 30 dias postvacunacién
aun cuando hubo un ligero aumento en los valores
DP;, hasta los 60 dias postvacunacion. Los titu-
los de anticuerpos de los bovinos (Tabla 3) vy los
resultados de la exposicion al virus (Tabla 5) tam-
bién muestran que con fines practicos, las estima-
ciones obtenidas en los bovinos a los 30 dias resul-
tan Gtiles.

En un trabajo anterior, se exploraron diferentes
formas de dilucién de antigenos para las pruebas
de DP;, (2). En este experimento se muestra una
desventaja al diluir la vacuna en una emulsion libre
de antigeno. La curva de la respuesta por dosis fue
muy baja, tanto para los cobayos como para los
bovinos, y la vacuna debe ser diluida en altas dilu-
ciones a fin de alcanzar el punto final en la titula-
cién. Esta misma observaciéon fue sefalada por
Stellmann et a/. (10) para vacunas de hidréxido de
aluminio diluidas en un diluyente con adyuvante.
Ellos prefirieron diluir la vacuna en un diluyente
inmunologicamente neutro en vez de dosis decre-
cientes de vacuna o bien, diluir la vacuna con dilu-
yente que contenia adyuvante. También indicaron
que una curva mas baja de respuesta por dosis sig-
nifica un mas alto error standard y una menor sen-
sibilidad del sistema de prueba. Sin embargo, con
una vacuna de emulsiéon de agua en aceite, la dilu-
cion en una sustancia inerte es dificil de realizar
{2). En las pruebas de cobayos el uso de dosis de-
creciente parece ser impracticable, pero seria con-
veniente hacer experiencias utilizando el método
de dosis decreciente en bovinos.
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Como se indica en la Tabla 5 ta proteccion de
los bovinos parece ser menos favorable que lo que
podia esperarse de acuerdo con las pruebas de an-
ticuerpos en el suero. Sin embargo, en los anima-
les inoculados en la lengua, todos aquellos que pre-
sentaron alguna lesion en la pata y todos los ani-
males expuestos por contacto con alguna lesion
oral o podal fueron clasificados como “no protegi-
dos”. Por tanto, esta categoria incluye varios ani-
males con solamente una o dos lesiones en las pa-
tas y los del grupo de contacto que solamente tu-
vieron una pequedia lesién oral al 10° dia después
de iniciada la exposicion. La mayoria de los ani-
males inoculados en la lengua y de contacto tenian
altos niveles de anticuerpos.

Es muy probable que el elevado nivel de virus
en el medio ambiente y el prolijo examen de los
bovinos a los 5 dias haya contribuido al desarrolio
de varias lesiones primarias. Observaciones simi-
lares fueron hechas por Gomes en los cerdos (8).
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El uso de los ratones lactan-





