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VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO: ESTUDIO COOPERATIVO

Argentina (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria [INTA])!

y

Estados Unidos de América (Centro de Enfermedades Animales de Plum Island [PIADC))?

RESUMEN

Se presenta un resumen de los estudios coopera-
tivos sobre vacunas contra la fiebre aftosa realiza-
dos por el Instituto Nacional de Tecnologia Agro-
pecuaria, Argentina, el Centro Panamericano de
Fiebre Aftosa, Brasil, y el Centro de Enfermedades
Animales de Plum Island, Estados Unidos de Amé-
rica. Estos estudios se refieren a la respuesta in-
munitaria obtenida en novillos con (1) vacunas de
virus Frenkel preparadas con adyuvantes oleosos
e hidroxido de aluminio. Cuando la inmunidad de
los novillos fue comprobada a los 30 dias, la vacu-
na Frenkel con adyuvante de hidréxido de alumi-
nio y saponina dio una mejor proteccién. En el
trabajo principal (11), se estudi6 la respuesta de
novillos a las 3 vacunas producidas en BHK emulsi-
ficadas con adyuvante oleoso.  Las tres vacunas
fueron asi preparadas: en una, la suspension del vi-
rus fue usada en la misma concentracién en que
fue cultivada; y en las otras dos, fue concentrada
100 veces por la técnica de polietilenglicol y luego
diluida a concentraciones de 20X y 1X, respectiva-
mente. La respuesta de anticuerpos y la protec-
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cién obtenida por las tres vacunas fue similar. Se
concluye que en los tres grupos los animales tuvie-
ron una proteccion similar cuando su inmunidad
fue comprobada, lo que indica que estas concen-
traciones diferentes de antigeno no resultaron en
diferencias significativas de proteccién.

INTRODUCCION

Se presenta un resumen de los resuitados obte-
nidos en estudios cooperativos sobre vacunas de vi-
rus de la fiebre aftosa (FA) realizados en Argentina
por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecua-
ria (INTA), el Centro Panamericano de Fiebre Af-
tosa (CPFA), Brasil, y el Centro de Enfermedades
Animales de Plum Island (PIADC), Estados Uni-
dos de América, durante un periodo de varios afios
(1968-1975) (9, 11,12). En este trabajo se evalua
la respuesta inmunitaria de vacunas de adyuvante
oleoso y de hidréxido de aluminio en bovinos {par-
te 1) y la respuesta inmunitaria después de la vacu-
nacién y revacunacién con una vacuna antiaftosa
emulsificada con adyuvante oleoso (parte I1}). En
los estudios preliminares se compararon los resulta-
dos de vacunas en las cuales los virus utilizados co-
mo antigenos se cultivaron en células BHK, se inac-
tivaron con acetiletileneimina (AEl)} y se emulsifi-
caron con adyuvante oleoso (PIADC e INTA), y va-
cunas en que los virus usados como antigenos se
obtuvieron en cultivos de Frenkel, se inactivaron
con formaldehido y se combinaron con hidréxido
de aluminio y saponina. Los bovinos vacunados
fueron mantenidos en una unidad de aislamiento en
la Penfnsula Valdés, provincia Chubut, Argentina.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de cepas de virus de la FA

Por recomendacion de representantes del CPFA,
las cepas de virus de la FA subtipos O; Caseros,
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A, 4 Cruzeiro y C; Resende, seleccionadas para la
preparacion de la vacuna fueron semejantes a las
mencionadas previamente (9, 11).

Vacunas

Para la parte inicial (1) de estos estudios fueron
preparadas cuatro vacunas trivalentes: 1) virus de
la FA cultivado en Frenkel, inactivado con formal-
dehido y combinado con adyuvante hidréxido de
aluminio y saponina; 2) virus de la FA cultivado
como en el numero 1) pero combinado con la for-
mula oleosa del INTA; 3) virus de la FA cultivado
en células BHK, inactivado con AEl y emulsifica-
do con adyuvante oleoso del PIADC, y 4) similar
al namero 3) pero emulsificado con el adyuvante
oleoso del INTA (1, 2, 10).

En la segunda parte (l1) que constituye la prin-
cipal detl estudio informado (9), fueron usadas tres
vacunas trivalentes, como sigue: 1) Vacuna 1 - vi-
rus cultivado en células BHK, inactivado con AEI
y emulsificado con adyuvante oleoso (formula de
INTA) (2); 2) Vacuna 2 - virus cultivado como en
1), concentrado 100 veces por la técnica de polieti-
lenglicol (13) y después reconstituido para conte-
ner aproximadamente la misma masa antigénica de
la Vacuna 1;y 3) Vacuna 3 - virus procesado como
la Vacuna 2, pero ajustado para contener 20 veces
la masa antigénica de las Vacunas 1 y 2.

Pruebas de inocuidad

La infectividad de cada antigeno preparado en
el PIADC fue probada inoculando la lengua de 6
‘novillos en 20 puntos con 0,1 ml del virus inacti-
vado (8). Todos los antigenos y los productos fi-
nales fueron posteriormente probados en forma
similar en Argentina antes de usar en la parte | y
en el PIADC antes de usar en la parte |1.

Pruebas de potencia

Los antigenos BHK preparados en el PIADC
para la parte | fueron probados como vacunas mo-
novalentes y trivalentes antes de su envio a la Ar-
gentina. las vacunas monovalentes fueron inocu-
ladas en 6 novillos y su inmunidad fue comproba-
da con virus homdlogos a los 30 dias postvacuna-
cién (DPV). Los mismos antigenos fueron usados

en la vacuna trivalente y una dosis de 5 ml de esta
vacuna fue inoculada en cada uno de los 6 novillos
y la inmunidad fue comprobada a los 30 DPV.

En Argentina se realizd una prueba de potencia
a los 30 dias con las vacunas 1,2, 3y 4. Con cada
vacuna se inocularon 27 novitlos y estos animales,
totalizando 108, y los controles fueron manteni-
dos en una estacién de aislamiento en Puesto La-
rralde en la Peninsula Valdés.

En la prueba de potencia de la parte |, 12 novi-
llos fueron inoculados por via subcutdnea, con una
dosis de 5 mi, utilizando 4 novillos para cada vacu-
na - 1, 2 y 3. Fue determinada la dosis protectora
50% bovino para el virus O de las vacunas 1y 2 (9).

Vacunacion

Para el estudio (li) fueron seleccionados 371
novillos entre 1 y 2 afios de edad procedentes de
Chubut, provincia meridional de Argentina, ubica-
da en el area libre de FA de la Patagonia, los cua-
les fueron transferidos para la estacion de manteni-
miento de bovinos en la Peninsula Valdés. Los sue-
ros de los novillos seieccionados fueron examina-
dos en el INTA para comprobar la presencia de an-
ticuerpos de la FA por la prueba de seroproteccién
(5). Fueron seleccionados para usar en este estu-
dio aquellos con un indice de seroneutralizacion
menor que uno. Se formaron 4 grupos de 52 ani-
males cada uno, un grupo para cada una de las 3
vacunas y un grupo de controles sin vacunar. Cada
grupo de 52 animales fue escogido de 371 animales
por el método de seleccion al azar en un computa-
dor (9).

Serologia

Se extrajeron muestras de sangre de los anima-
les vacunados vy los controles a 0, 30, 60, 120, 180,
240, 300, 365, 455 y 545 DPV. Los sueros fueron
examinados en el PIADC para comprobar anticuer-
pos contra los tipos O, A v C del virus de la FA de
acuerdo con varias técnicas seroldgicas, incluyendo
la inmunodifusion radial (4), microneutralizacién
{14), reduccion de placas (3), DPs, raton (6} y
prueba de seroproteccidon en ratén lactante (5).

Los valores obtenidos para las 5 pruebas frente
al virus de FA (9), se analizaron junto con los
resultados de comprobacién de inmunidad. De
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acuerdo con este andlisis, las pruebas que indicaron
con més efectividad cuales eran los animales prote-
gidos y los no protegidos fueron la seroproteccion
y la DPs, en raton lactante.

Comprobacién de inmunidad

En los estudios de potencia realizados en la
Argentina (inicial, parte 1), los novillos se trans-
portaron en camion desde la Peninsula Valdés a
Buenos Aires, donde fueron divididos en 3 gru-
pos y colocados en establos aislados, distribuidos
de acuerdo con el tipo de virus (O, A y C) para
ser usados en la prueba de inmunidad. Cada gru-
po, incluyendo los controles, consisti6 de 9 ani-
males seleccionados al azar de los diferentes grupos
de vacuna. La descarga de virus se hizo con epi-
telio lingual bovino refrescado en bovino dentro
de un periodo de 60 dias y recientemente titulado
en ratones. La dosis de virus de descarga fue de
10.000 DLs, raton contenida en 1 ml e inoculada
por via intradermolingual en 4 puntos de la lengua
infectando 0,25 ml por punto. A las 48 horas de
la descarga, los animales control de cada grupo
fueron examinados, para comprobar si la dosis de
virus de descarga era efectiva, colectindose tejidos
para tipificacion por fijacion del complemento
(FC) para comprobar si la infeccion fue causada
por el virus de descarga. Todos los animales fue-
ron examinados a los 5 y 10 dras después de la

descarga y los resultados finales fueron resumidos.

En el estudio principal (11), cada grupo de novi-
llos vacunados se dividi6 en 3 grupos de 16 anima-
les cada uno, por seleccion al azar en un computa-
dor. Cuatro animales sobrantes en cada grupo de
52 constituyeron los reemplazantes de los animales
que morian o eran lesionados. La inmunidad de
todos los grupos fue comprobada por exposicion
al virus A de la FA, de la siguiente manera: un
grupo a los 6 meses, un grupo a los 12 meses, y
un grupo revacunado a los 6 meses y comprobado
12 meses después.

RESULTADOS
Prueba de proteccion

Todos los antfgenos y muestras de vacuna del
estudio inicial (I} y del estudio principal (1) de-
maostraron ser inocuas para los novillos inoculados.

Pruebas de potencia

Los resultados de la comprobacién de inmuni-
dad obtenidos en el estudio | se presentan en la
Tabla 1.

En el estudio 11, 1 de 4 novillos inoculados con
la Vacuna 1 desarrollé una lesion secundaria en la
encia; los novillos inoculados con las Vacunas 2 y
3 fueron mas resistentes a la infeccion.

TABLA 1. Resultados del estudio inicial, cantidad de animales protegidos
con la descarga, infectados con virus O, Ay Cdela FA a los
30 dras postvacunacién

Vacunas

Descarga Frenkel, Al {OH)3 Frenkel, INTA BHK, PIADC BHK, INTA
Tipo virus FA y saponina aceite aceite aceite Controles
o 9/94 1/9 6/9 3/8 0/9
A 9/9 3/9 5/9 5/9 0/9
Cc 9/9 7/9 8/9 9/9 1/9

aCédigo: Numerador, numero de animales protegidos; denominador, nimero de animales descar-

gados.
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Serologia

Los anédlisis de anticuerpos de los sueros de los
novillos (parte 1) fueron realizados por la prueba
de seroneutralizacién en cultivo celular y presenta-
dos como indices de neutralizacién (Tabla 2).

TABLA 2. /Indices de neutralizacién de sueros
bovinos del estudio | frente a los virus
A24, A24_25 y A25 de la FA

. . a
Indices con virus de la FA

Vacunas Azg Aza.25 Azs
Frenkel, Al (OH)3y
saponina 3,32 2,02 1,73
Frenkel, INTA aceite 1,01 1,78 1,27
BHK, PIADC aceite 3,86 0,62 0,73
BHK, INTA aceite 4,04 1,42 0,45
aA24 = virus cultivado en células BHK; Aya_95 = virus

cultivados en cultivos Frenkel.

Los titulos de los sueros frente al virus A obte-
nidos por las 5 técnicas {parte 11), asi como los re-
sultados de comprobacion de la inmunidad, se es-
tudiaron por anélisis discriminatorio.

Los resultados del analisis y de los datos para
los 3 grupos de comprobacién de inmunidad por
descarga a los 180, 365 y 545 DPV indicaron que
la prueba de seroproteccion fue la mds efectiva
para determinar los animales protegidos y los no
protegidos.

Con los mismos datos, examinados por las 5
técnicas serolégicas pero que incluian un adicio-
nal de 34 animales que no fueron analizados por
radioinmunodifusién, la prueba DP;, en ratones
lactantes pareci6 ser la mds efectiva.

Inmunidad

Los resultados de la comprobacién de inmuni-
dad por descarga de los animales (parte 1) se pre-
sentan en la Tabla 3.

En general, aunque todos los grupos tenifan una

proteccion considerable cuando su inmunidad fue
comprobada frente al virus A de Ia FA, hubo poca
diferencia entre |as vacunas, tiempo de exposicién
y los resultados de revacunacion.

Los resultados de los datos de la descarga fue-
ron examinados por la técnica de Chi cuadrado pa-
ra comparar las vacunas, la duracién de la inmuni-
dad y el posible comportamiento diferencial de
las vacunas durante el tiempo estipulado o losg pe-
riodos de proteccion bajo diferentes vacunas. No
hubo valores Chi cuadrado significativos. En anij-
males primovacunados la inmunidad a los 12 meses
fue igual que a los 6 meses. En animales revacuna-
dos a los 6 meses, la inmunidad a los 12 meses
también fue igual que a los 12 meses en animales
primovacunados. La respuesta de ias vacunas no
cambié durante el tiempo de observacién, asf co-
Mo tampoco la inmunidad de las vacunas varié a
diferentes tiempos. Las vacunas protegieron con-
tra el virus de la FA por lo menos 1 afio, a cerca de
tres-cuartas partes de los novillos vacunados,

TABLA 3. Resultados de la comprobacién de
inmunidad con el virus A de Ja FA

Dias postvacunacién

Vacuna No 2 180 365 5452 Total
1 13/16° 11716 9/16  33/a8
2(1X) 12/16 10/16  13/16  35/48
3 (20X) 15/16 13/16 11716 39/48

Total 40/48 34/48  33/48 107/144

aVacuna N°® 1, virus cultivado en células BHK (no concen-
trada); vacuna N° 2, virus cultivado en células BH K, con-
centrada 100 veces y reconstituida para contener la mis-
ma masa antigénica que fa N° 1; vacuna N° 3, virus igual
a la N° 2, pero ajustada para contener 20 veces fa masa
antigénica de la N° 1 y N© 2.

bRevacunados a los 180 dras después de la vacunacién

inicial.

c . . . .
Cédigo: Numerador, nimero de animaies protegidos;
denominador, nimero de animales descargados.
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DISCUSION

En el estudio |, los mejores resultados se obtu-
vieron con vacuna producida en cultivos Frenkel
y combinada con hidréxido de aluminio y adyu-
vante de saponina (Tablas 1 y 2). Todos los no-
villos vacunados con esta vacuna estaban protegi-
dos cuando su inmunidad fue comprobada a los
30 DPV. Bajo las condiciones del estudio, todos
los animales estaban completamente protegidos
frente a los virus O, A yCdela FA.

Las vacunas preparadas de antigenos cultivados
en cultivos BHK, inactivados con AE| y emulsifi-
cados con adyuvantes oleosos (férmulas PIADC e
INTA) protegieron 67% y 63% respectivamente
de los animales en prueba. )

La vacuna preparada de ios antigenos de cul-
tivos Frenkel, inactivados con formaldehido vy
emulsificados con aceite (INTA), protegieron sblo
42% de los novillos y produjeron la respuesta mas
pobre de las cuatro vacunas.

Antes de la comprobacién de inmunidad del es-
tudio 1, pruebas de FC llevadas a cabo en el CPFA
e INTA indicaron que el virus de la FA usado para
el antigeno A en las vacunas de Frenkel inclufan 2
cepas del virus A, el A,, v el A,s. La informa-
cion det CPFA indicé que el antigeno A en ambas
vacunas BHK fue el A, y que no inclufa el Ay
como en las vacunas preparadas con los antigenos
Frenkel. La media de los indices de neutraliza-
cion para las 4 vacunas, obtenida con cada uno
de los 3 tipos de virus, aparece en la Tabla 2. Para
el virus tipo A, 4, la media de los indices de pro-
teccion de las dos vacunas BHK (que fueron uni-
formemente aitos y muy similares) fue significati-
vamente mas alta que aquella presentada por las
2 vacunas Frenkel.

El efecto real de Ia descarga con virus A, 4 de la
FA que contenfa A, 5 es bastante dificil de deter-
minar. Sin embargo, Graves et a/. (7) informaron
que la inmunidad depende mucho del parentesco
del subtipo de virus usado para la exposicion, con
el usado en la preparacion de la vacuna. Posible-
mente, la proteccién mas pobre dada por ios anti-
genos BHK, que contenfan s6lo virus A,y de la
FA, estuvo relacionada con la descarga de virus
que contenfa los subtipos A, 4., 5 de la FA.

En el estudio 11, las reacciones que aparecieron

en los sitios de vacunacion, particularmente cuan-
do los animales eran revacunados, fueron severas
pero desaparecieron alrededor de los 30 dias.
La inmunidad de los novillos fue comprobada fren-
te al virus A; sin embargo, de acuerdo con la canti-
dad de anticuerpos detectados por los diferentes
métodos, se puede suponer que la prueba tuvo un
éxito razonable para 2 de los 3 tipos de virus en-
sayados {A y C). La respuesta de anticuerpos ob-
tenida con el virus O, con excepcion de la prueba
de potencia, fue decepcionante (9). Se puede es-
pecular que este virus es mas sensible y fragil que
los tipos A y C y de esta forma no permanece es-
table en la vacuna emulsificada.

Los resultados de Ia descarga a los 6 meses
después de la vacunacion, 12 meses después de
la vacunacién, y 12 meses después de la revacuna-
cidn (a los 6 meses) fueron ligeramente diferen-
tes, indicando que es necesario realizar otros es-
tudios para determinar el tiempo 6ptimo de reva-
cunacién con tales productos.

La respuesta obtenida con las 3 vacunas en el
estudio 1l fue muy similar. La vacuna concentra-
da 20 veces no produjo una mayor respuesta de
anticuerpos ni un mayor grado de proteccién que
la vacuna cruda o la de concentracién 1X.
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