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VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO PARA CERDOS.
11l. RESPUESTA INMUNITARIA CON VACUNAS EMULSIFICADAS
POR VIBRACION ULTRASONICA O POR AGITACION MECANICA'

Ivo Gomes?; P. Augé de Mello*; A. Alonso Ferndndez?; Kleise de Freitas Costa®

RESUMEN

La respuesta inmunitaria y la proteccién de cer-
dos vacunados por via intraperitoneal con vacunas
antiaftosas de emulsién doble con adyuvante oleo-
so fue evaluada por comprobacién y por examen
de anticuerpos. Una vacuna fue emulsificada con
un equipo de ultrasonido (Vacuna 1) y la otra con
un equipo mecanico (Vacuna 2). Ambas vacunas
fueron analizadas por las DP;s, en cobayos. Todas
las pruebas indicaron que las dos vacunas eran sa-
tisfactorias. Sin embargo, la Vacuna 2 fue ligera-
mente superior ala 1.

También se demostrd que un indice de sero-
proteccion {ISP) de 3,0 o un titulo de microneu-
tralizacion de 2,5 indican un alto grado de protec-
cion de los cerdos. Un valor bajo de ISP no necesa-
riamente indica ausencia de proteccion.

De los 22 cerdos que presentaron lesiones, 20 se
tornaron VIA positivos. Sin embargo, s6lo 6 de los
38 cerdos sin lesiones desarrollaron anticuerpos
VIA a los 15 dias postinoculacién. Esta observa-
cidn merece ser destacada ya que un alto porcenta-
je de bovinos vacunados que no desarrollaron lesio-
nes después de inoculados, se tornaron VIA positi-
vos (9). Esta diferencia podria indicar una diferen-
cia fundamental en la presentacién subclinica de
fiebre aftosa en bovinos y porcinos.

INTRODUCCION

En un trabajo anterior {2} fue comunicado el
éxito obtenido con la vacunacion intraperitoneal
de cerdos jovenes con vacunas antiaftosas inacti-
vadas con adyuvante oleoso en emulsion doble.

lEste trabajo fue realizado en parte con un subsidio
del Instituto Valiée S/A, Uberlandia, MG, Brasil.

2Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, OPS/OMS,
Caixa Postal 589, 20000 Rio de Janeiro-RJ, Brasil.

En un estudio posterior (3) con vacunas similares
aplicadas por via intraperitoneal, a los 30 dias
postvacunacion (DPV) fue observada una buena
correlacién entre el nivel de anticuerpos y los re-
sultados a la comprobacion. En estas experiencias
se obtuvieron resultados semejantes en las compro-
baciones, por inoculacion y por contacto.

Este experimento se realizd para comparar va-
cunas oleosas de emulsion doble preparadas con
emulsificadores de ultrasonido® o mecdnico®. Los
resultados de este estudio también contribuyen
para el desarrollo de un método adecuado para de-
terminar la potencia de las vacunas antiaftosas.

MATERIALES Y METODOS
Virus

Las cepas de virus de la fiebre aftosa usadas pa-
ra la produccion de la vacuna fueron O; Campos,
A Bagé, A Venceslau y C; Indaial.

Todas las cepas usadas para la produccion de va-
cunas eran de origen bovino y fueron pasadas en
células BHK, ; de 7 pasajes como méximo.

El virus O; Campos usado para la inoculacion
de los porcinos fue del 11° pasaje en bovino.

Vacunas

Los antigenos usados para la preparacion de las
vacunas fueron producidos en la Planta Piloto de
Produccion de Vacunas del Centro en frascos ro-
lantes con células BHK,; Clon 13. Las suspensio-
nes de virus fueron inactivadas con 0,001 M de
etileneimina binaria (BE!) durante 24 horas (4).

Las caracteristicas de los antigenos se indican
en el Cuadro 1. Las vacunas fueron preparadas con
igual volumen de las suspensiones de los antigenos

3Minisonic, Ultrasonic Ltd. Otley Road Shipley, West
Y orkshire, England.
Silverson Machine (Sales) Ltd., London.
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RESULTADOS

Las medias de los titulos de neutralizacién de
los sueros a los 30 DPV estan indicadas en el Cuadro
2. Se puede observar que los antigenos O y A indu-
jeron mejor respuesta que el C y que los titulos ob-
tenidos con la vacuna emulsificada con el equipo
de Silverson (Vacuna 2) son mas altos que los ob-
tenidos con el equipo de ultrasonido (Vacuna 1).
También se observa que es una constante la bue-
na relacién de la respuesta titulo de anticuerpo/
dosis.

En ta comprobacion uno de los cerdos control
inoculado murio. El otro inoculado, asi como los
tres contactos sin vacunar desarrollaron severas le-
siones de fiebre aftosa. Las respuestas individuales
para el virus O, de cada uno de los cerdos vacuna-
dos estan indicadas en los Cuadros 3 y 4. Aqui,
también se puede observar el descenso gradual en
los indices de seroproteccion (ISP) y en el titulo
de microneutralizacion {TMN) con la dilucién de
la vacuna, a excepcion del ISP de ia dilucion 1:3
de la Vacuna 1. Ademaés se observa la misma corre-
lacion de la respuesta lesiones podales/dosis, con
excepcion del grupo correspondiente a la dilucion
1:3 de la Vacuna 2 en la que tres cerdos muestran
lesiones en 16 2 patas.

La elevacién del ISP y del TMN después de la
comprobacion es indicacion de que hubo una bue-
na exposicion al virus de comprobacion. En rela-
cion a ésto, se destaca el alto namero de cerdos
que no desarrollaron lesiones y permanecieron ne-
gativos para los anticuerpos VIA alos 15 dias des-

pués de la comprobacion. No obstante, varios cer-
dos presentaron una elevacién de anticuerpos en
las pruebas de seroproteccidon o microneutraliza-
cion.

Los efectos de la enfermedad en cerdos con le-
siones en una o dos patas fueron menores que en
los controles sin vacunar o aquellos correspondien-
tes a la dilucién 1:27 de la Vacuna 1 que fueron
afectados severamente. Los cerdos con lesiones be-
nignas continuaron comiendo, sus movimientos no
fueron perjudicados y las lesiones cicatrizaron ra-
pidamente.

El Cuadro 5 resume los resultados de la com-
probacion de los cerdos en relacién al nivel de an-
ticuerpos. De 27 cerdos con ISP entre 0,0-0,9,
sélo 11 generalizaron. Por tanto, un bajo valor de
seroproteccién en un cerdo vacunado no necesa-
riamente indica falta de proteccién. Los 19 cerdos
con ISP = 3,0 estaban protegidos. Siete cerdos con
TMN < 1,4 generalizaron y 31 de los que tenian
valores > 2,5 estaban protegidos.

La media de los ISP y TMN de los cerdos con
lesiones en las 4 patas fue de 0,43 * 0,08° y
1,64 + 0,16 respectivamente. Estos valores para
los cerdos sin lesiones fueron 3,02+ 0,35y 2,96
0,10 respectivamente. Los ISP y TMN de los cer-
dos que tenian una o dos patas afectadas fueron
mds bajos pero no significativamente diferentes de
los totalmente protegidos (ISP 2,11 £ 0,57 y TMN
2,64 +0,18).

“Media y error tipicos de la media.

CUADRO 2. Promedio de los titulos de microneutralizacién en cerdos a los 30 dias después de
vacunados con series de diluciones de vacunas antiaftosa con adyuvante oleoso

Vacuna 1 (Ultrasonido)

Vacuna 2 (Mecdnico)

Dilucion Virus o Virus
de la vacuna (0] A (0] A C
1:1 3,210,252 3,3+0,22 2,7 0,45 =35 =35 3,31+0,22
1:3 2512054 220,30 2,010,225 3,3%0,22 291037 280,49
1:9 1,71045 1,7+0,53 1,6 10,59 3,010,39 3,0%0,36 26%0,39
1:27 <12 <15 <1,2 22 10,31 221025 1,9+0,39

promedio y error tipico.
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0, A y C. La valencia A se preparé con iguates vo-
ltmenes de las suspensiones A Bagé y A Venceslau.

CUADRO 1. Caracteristicas de los antigenos usados
para la preparacién de las vacunas

Trtulo infeccioso en

Virus cultivos celulares/mi Titulo FCso?
01 Campos 106'6 1:24
A Bagé 107-° 1:28
A Venceslau 1074 1:26
C3 Indaial 107+ 1:16

9Prueba de fijacién del complemento (4 UHC50/90 min.).

Vacuna 1: Fue preparada con un equipo de ul-
trasonido. Para tal fin, 450 m! de una mezcla de 9
partes de aceite mineral® y una parte de monoolea-
to de manitol® fueron emulsificadas con 450 ml de
una suspension de antigeno trivalente para formar
una emulsioén agua en aceite (emulsion primaria).

Esta emuision tenia caracteristicas similares a

las vacunas usadas en las experiencias anteriores {5),

La emulsién primaria fue nuevamente emulsificada
con 900 ml de soluciéon buffer fosfato (SBF), pH
7,4 conteniendo 2% de polioxietileno 20 mono-
oleato de sorbitol” y mertiolato (concentracién fi-
nal 1:30.000 p/v) para formar una emulsién de
agua en aceite en agua (emulsion doble).

Vacuna 2: Fue preparada a partir de ia misma
suspension de antigeno, usando un emulsificador
mecénico.

La emulsion primaria contenia 150 ml de la fa-
se oleosa preparada como fue descrito en la Vacu-
na 1y 150 ml de suspension del antigeno trivalen-
te.

Para preparar la emulsién doble fueron afiadi-
dos 300 ml de SBF, pH 7.4, conteniendo 2% de
polioxietileno 20 monooleato de sorbitol y mer-
tiolato, 1:30.000.

5Marcol 52 — Exxon Corporation, USA.,

6Arlacel A — ICl America Inc., Atlas Chemicals Divi-
sion,

"Tween 80 — ICI America Inc., Atlas Chemicals Divi-
sion,

Prueba de potencia en cobayos

Fueron preparadas las diluciones de la vacuna
{(1:3, 1:9 y 1:27) en SBF, pH 7,4. Con la vacuna
sin diluir y con cada dilucién fueron inoculados
por via intramuscular con 0,25 ml, 6 cobayos de 3
a 4 meses de edad y con 550 *+ 50 g de peso.

A los 30 DPV los cobayos fueron inoculados
por via intradermoplantar con 10° dosis generali-
zantes 50% (DGs,) de la cepa O; Campos. Las le-
siones en las patas no inoculadas fueron observadas
a los b dias después de inoculados. La vacuna
emulsificada con ultrasonido proporciond 9 DPso
y la preparada con el emulsificador mecéanico tuvo
27.

Prueba de potencia en cerdos

Se utilizaron cerdos hibridos Humus~Segher58,
recién destetados, de dos meses de edad v con un
peso aproximado de 20 kg. Grupos de 8 cerdos
fueron vacunados por via intraperitoneal con 3 ml
de la vacuna pura o con diluciones similares a las
preparadas para los cobayos.

A los 30 DPV los animales vacunados fueron
colocados en contacto con dos cerdos sin vacunar,
inoculados por via intradermoplantar con 10°
DisoRL de la cepa O; Campos y con tres cerdos
controles sin vacunar.

Los animales fueron examinados Unicamente a
los 10 dias después de la inoculacién.

Examen de anticuerpos

Los cerdos fueron sangrados antes de la vacuna-
cién, a los 30 DPV y 15 dias después de la com-
probacién.

El examen de anticuerpos fue realizado por se-
roproteccién (6), microneutralizacién (7} y por
doble difusién en gel de agar para anticuerpos VIA
(7).

8 Humus Agricola S/A, Via Armando Salles Oliveira,
SP-322 km 356, Pitangueiras, SP, Brasil,
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CUADRO 3. Respuesta de cerdos vacunados con vacuna de fiebre aftosa con adyuvante oleoso

en forma de emulsién doble (Vacuna 1 — ultrasonido) e inoculados con el virus O Campos

30 dias postvacunacién

15 dias postinoculacién

Dilucién Suero

de la vacuna NO ISP TMN Lesiones ISP TMN VIA
1 >53 32 Neg. >55 3,3 -

2 >43 29 Neg, =55 33 —

3 =53 3,0 Neg. 4.8 4.1 —

4 26 3,5 Neg. 255 29 -

11 5 25 3,0 Neg. 2.1 23 -
6 =253 3,6 Neg. =55 32 —

7 4.9 3,2 Neg. =55 41 -

8 =53 3,2 Neg. 255 29 —

9 0.8 29 Neg. =45 2,9 —

10 1,0 29 Neg. =45 3,3 -

11 08 23 Neg. =45 22

12 0,0 1,7 Neg. =45 29 +

13 13 0.8 3.2 Neg. >a5 2,6 -
14 0,5 26 4P =255 =235 +

15 0,7 29 Neg. a a a

16 0,0 18 Neg. >45 > 35 +

17 04 1,7 4P =54 29 +

18 0.4 23 Neg. =54 3,3 -

19 0,7 <12 4P =54 3,3 +

179 20 09 20 2P >54 3,3 +
21 0,7 1.8 4P >54 3.2 +

22 0,4 <12 4P >54 >36 +

23 1,3 2,4 2P =54 =36 -

24 04 1,5 Neg, > 4.4 3.3 -

25 04 <1,2 4P 54 2,7

26 04 <1,2 4P b b b

1727 27 04 1,7 Neg. 54 =35 -
28 0,0 <1,2 4p 54 3,2 +

29 0.2 <12 ap 5.4 =35 +

30 0,2 <12 4P b b b

Muertos después de inoculados con virus, no relacionados con FA.,

bMuertos después de inoculados con virus, probablemente debido a FA,
+ = Positivo.
— == Negativo.

ISP

= Indice de seroproteccién.

TMN= Trtulo de microneutralizacion.

P

= Patas,
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CUADRO 4. Respuesta de cerdos vacunados con vacuna de fiebre aftosa con adyuvante oleoso
en forma de emulsién doble (Vacuna 2 — mecdnico) e inoculados con e/ virus O Campos
Dilucién Suero 30 dias postvacunacion 15 dias postinoculacién
de la vacuna NO ISP TMN Lesiones ISP TMN VIA
36 =53 =35 Neg. >49 > 3,5 -
37 >53 =35 Neg. =49 35 --
38 >53 = 3,6 Neg. =49 =472 -
11 39 =53 > 3,5 Neg. =49 > 35 -
40 >5.3 =35 Neg. =49 29 -
41 >53 =36 Neg. =49 2,7 —
42 >53 3,2 Neg, >49 =35 -
43 4.4 3.0 Neg. =49 > 35 +
44 >53 3.3 Neg. =49 > 3,6 +
45 2,0 32 1P =49 = 3.6 -
1/3 46 =53 =235 2p =49 =45 +
47 3.8 3,3 2P =49 =48 +
48 =52 =38 Neg. >49 >48 -
49 =52 =36 Neg, =49 29 -
50 1,0 3,2 Neg, 39 3,2 -
51 1.5 3,0 Neg. 4,4 3,6 +
52 <08 3,0 Neg. 248 38 +
53 2,9 >36 Neg. >58 32 -
1/9 54 09 2,6 Neg. =48 =36 -
55 252 3.2 Neg. >58 >39 -
56 1,5 24 1P >58 26 +
57 18 3,2 Neg. >48 >36 -
58 =52 3.3 Neg. >58 3,5 -
59 34 2,3 2P >5.8 3,3 +
60 04 1.8 Neg. =48 29 -
1/27 61 04 1.8 Neg. >48 3,2 -
62 0,2 2,1 2P =58 = 3,6 +
63 0,9 24 4P >58 = 3,6 +
64 0,6 26 1P =>58 =35 +

+ = Positivo.

— = Negativo.
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CUADRO 5. Lesiones podales en los cerdos inoculados
con la cepa de fiebre aftosa O Campos a los 30 dias
después de vacunados con series de diluciones
de vacunas con adyuvante oleoso

NO de patas afectadas

NO de
Pruebas cerdos 0 1 2 3 4
Indice de
Seroproteccion
0,0-09 27 13 1 2 - 1
1,0-19 6 4 1 T - -
2,0-29 7 3 1 3 - —
=30 19 9 - - - -
Totat 59 39 3 6 0 1
Trtulo de
Microneutralizacién
<14 7 e
15-19 8 6 - - - 2
20-24 8 2 1 4 - 1
2,56 36 31 2 2 - 1
Total 59 33 3 6 0 11
DISCUSION

Ambas vacunas proporcionaron excelente pro-
teccion a los cerdos comprobados por una severa
prueba por contacto. Sin embargo, |a vacuna pre-
parada con el equipo de Silverson tuvo un desem-
pefio ligeramente superior. Otras pruebas son nece-
sarias para demostrar si las diferencias entre las dos
técnicas de emulsificacion son consistentes.

Es alentador comprobar que tas DP, en coba-
yos, la seroneutralizacion, la seroproteccion y la
prueba de descarga en porcinos utilizadas para de-
terminar la potencia de las vacunas dieron resulta-
dos semejantes.

Es importante observar la eficienciade la expo-
sicion por contacto usada en esta experiencia. Los
cerdos vacunados, |os contactos no vacunados Y
los donadores de virus fueron mantenidos juntos.
Los contactos no vacunados enfermaron severa-
mente y la alta elevacion de los niveles de anticuer-
pos en todos los cerdos con bajos titulos de anti-
cuerpos antes de la comprobacion, muestra que to-
dos los animales estuvieron expuestos al virus. To-
dos los cerdos vacunados con un ISP > 3,0 vy 31 de

36 con un TMN > 2,5 estaban completamente pro-
tegidos.

En varios de los cerdos con titulos elevados de
anticuerpos la replicacion del virus fue inhibida, ya
que no se detectd la formacién de anticuerpos
VIA.

De los 22 cerdos que desarrollaron lesiones des-
pués de la comprobacién, 20 fueron VIA positivos.
Sin embargo, s6lo 6 de los 38 sin lesiones desarro-
llaron anticuerpos VIA a los 15 dias después de la
comprobaciéon. Esta observacién es importante
pues un alto porcentaje de bovinos que no desarro-
Itan lesiones después de inoculados, se tornan VIA
positivos (9). Esta diferencia puede indicar una
presentacion distinta en la infeccién subclinica de
la fiebre aftosa en bovinos y porcinos.

Uno de los principales probltemas que atin per-
manece sin respuesta es la clasificacion de los cer-
dos con lesiones en una o dos patas, que por lo de-
mds estan perfectamente sanos. Gomes (8) observo
que aun cerdos convalecientes pueden desarrollar
lesianes locales cuando son mantenidos en un am-
biente altamente contaminado. Es probiable que
cerdos con una o dos patas afectadas tengan lesio-
nes locales causadas particularmente por la infec-
cion de las abrasiones de la piel y de acuerdo con
el nivel de anticuerpos, corresponden mas al grupo
de los completamente protegidos que al de los ge-
neralizados.
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