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APLICACION EN EL CAMPO DE VACUNA ANTIAFTOSA OLEQSA E INACTIVADA:
VACUNACION Y REVACUNACION DE BOVINOS JOVENES

P. Augé de Mello*; Vicente Astudillo¥*; Ivo Gomes¥;
' J.T. Campos Garcia**

INTRODUCCION

Estudios realizados en el Centro de Enfer-
medades de Animales de Plum Island (PIADC)
y en el Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
(CPFA) demostraron, en condiciones de labo-
ratorio, que los bovinos pueden ser protegidos
contra la fiebre aftosa (FA) con vacunas pre-

paradas con virus inactivado con N-acetileti-"

leneimina (AEI) v con aceite mineral como
adyuvante (12-13). En vista de estos resulta-
dos favorables, se programé una investigacién
de largo plazo para estudiar el uso de estas
vacunas en el campo bajo condiciones contro-
ladas.

Este trabajo presenta los resultados com-
parativos de la evaluacién de anticuerpos en
2 grupos de bovinos jévenes vacunados y re-
vacunados, un grupe con vacuna oleosa y el
otro con vacuna preparada con el mismo anti-
geno pero con adyuvante de hidréxido de alu-
minio. Se presenta también la respuesta de
una poblacién de terneros vacunados con va-
cuna oleosa.

MATERIALES Y METODOS

Estacién experimental

La estacién experimental "Cinco Cruzes"
del Ministerio de Agricultura del Brasil, ubi-
cada en Bagé, estado de Rio Grande do Sul,
fue el lugar elegido para estos estudios, El

* Centro Panamericano de Fiebre Aftosa,

Caixa Postal 589, ZC-00, Rio de Janeiro, R],
** Ministerio de Agricuitura dé Brasil - EMBRAPA-UEPAE, Cinco Cruzes,

establecimiento tiene una extensisn de apro-
ximadamente 2.800 hectareas. La poblacién
bovina se compone de un rebafio de came, cru-
za de 5/8 Aberdeen-Angus y 3/8 Nelore y de
un rebafio de leche de 250 vacas Jersey y Red
Dane. La cantidad total de bovinos de carne
oscila, en forma estacional, entre 1,600 ¥
2.500 cabezas. Los terneros nacen en sep-
tiembre y octubre y son destetados 6 a 7 me-
ses después. Los animales son pesados con
intervalos mensuales hasta que llegan a los
2 afios y medio, cuando se los envia al mata-
dero, ‘

Los animales se hallan sometidos a un ac-
tivo programa de control sanitario que incluye
examenes regulares y tratamiento de ecto v
endoparasitosis y, ademds de las vacunacio-
nes contra la fiebre aftosa, brucelosis, car-
bunclo bacteriano y carbunclo sintomatico.

Esquema de vacunacion

Teniendo en cuenta el manejo del ganado,
las condiciones climéticas ¥ las experiencias
de laboratoric anteriores (13) se resolvié va-
cunar a los bovinos con las vacunas en es-
tudio, en intervalos de 6 meses en los perio-
dos abril/mayo y septiembre/octubre de cada
afio. ' '

Todos los bovinos que estaban en el esta-
blecimiento, que no fueron incluidos en este
trabajo, continuaron siendo vacunados cada
3 meses con vacunas comerciales inactivadas
con AEI y adyuvante de hidréxide de aluminio.

Brasil.
Bagé, RS, Bmsil,
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Grupos experimentales

Al comenzar la experiencia un grupo homo-
géneo de 353 terneros nacidos en 1971 tenian
entre 5y 7 meses de edad. Estos animales
fueron mantenidos en las mismas condiciones
durante todo el tiempo que duré la experien-
cia.

1. Comparacion de los adyuvantes
Para comparat la respuesta inmunitaria de
fa vacuna oleosa y de hidréxido de aluminio,
se eligieron al azar 30 terneros machos y 30
hembras que se dividieroh, también al azar, en
" tres grupos. El primer grupo recibid la vacuna
oleosa, el segundo la de hidréxido de alumi-
nio y el tercero quedd sin vacunar, serviendo
como testigo. Seis meses mas tarde los dos
primeros grupos fueron revacunados (Tabla 1),
Con intervalos de un mes se tomaron muestras
de sangte de todos los terneros para la inves-
tigacién de anticuerpos circulantes.

2. Inmunidad de la poblacidén

Se estudié la respuesta inmunitaria a la
vacuna oleosa en toda la poblacién de 293
terneros restantes. Estos animales fueron va-

cunados al comienzo de la experiencia y 277
revacunados seis meses después. Cada dos

meses se tomaron muestras de sangre al azar
de 40-50 terneros, teniendo en cuenta la dig-
tribucién por sexo.

3. Duracion de la inmunidad después de una
vacunacion ’

Un grupo de 16 terneros seleccionados al
azar no fue revacunado. Estos animales fue-
ron sangrados mensualmente a partir de los 6
meses hasta los 12 meses de la primovacuna-
cién,

Antigenos .
 Las cepas de virus de la fiebre aftosa uti-
lizadas fueron O3 Campos, Az4 Cruzeiro y Cs
Resende, todas de origen sudamericana. Es-
tas cepas fueron adaptadas a cultivos de cé-
lulas BHK-21 (5). Los cultivos celulares en
frascos de Roux fueron inoculados con virus

en 50 ml de medio Eagle modificado sin suero.
Después de 20 horas de incubacién a 37° C se
retiraron las suspensiones y fueron mezcladas
con 10% (v/v) de trifluortricloroetano, Durante
10 minutos fueron agitadas, clarificadas pot
centrifugacién a 800 x g durante 30 minutos y
conservadas a 4° C hasta la inactivacién. La
infecciosidad fue determinada por titulacién
en placas y expresada comoe UFP/dosis de
vacuna.

Las pruebas de fijacién de complemento
realizadas al principio v al final del proceso
de inactivacién se efectuaron de acuerdo con
el método descrito por el CPFA (10), con 4
unidades de complemente, 90 minutos de incu-
bacién a 37° C y determinando el 50% de he-
mélisis en el espectrofotémetro* (Tabla 1.

Proceso de inactivacién

Cada suspensién de virus fue inactivada
con 0,05% de N-acetiletileneimina (AED du-
rante 24 horas, en agitacidn continua en bafio-
maria a 37° C. Terminada la inactivacién el
AEI fue neutralizado agregando tiosulfato de
sodio en la concentracién final de 2% {(p/v).
Lastasas de inactivacién fueron determinadas
por el método descrito por Graves (3,

Pruebas de inocuidad

Después de la inactivacién, cada suspen-
sion de antigeno fue inoculada por via intra-
peritoneal en dosis de 0,1 ml a 120 ratones
lactantes de 7 dias de edad. Los ratones ino-
culados fueron observados durante 10 dias.
Las suspensiones se consideraron inocuas si
ninguno de los ratones moria de infeccién por
fiebre aftosa durante ese periodo.

Preparacidn de la vacuna

Se prepararon dos partidas de vacuna para
la vacunacién y la revacunacién, respectiva-
mente. Se mezclaron los fres antigenos en par-
tes iguales y el total fue dividido en dos par-
tes, agregandose a cada una un adyuvante di-
ferente:

*Coleman Jr. Mod. 6 A,
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1. Aceite

Una mezcla de monooleato de manide® y de
aceite mineral** en la proporcién de 1:10
fue emulsificada con una cantidad igual de
suspensién trivalente de virus en un homoge-

neizador*** para formar una emulsisn agua en
aceite.

2, Hidrdxido de aluminio

Suspensiones de Al{OH)s (concentracidn
al 2% de Al; Oa) y de antigeno trivalente se
adicionaron en partes iguales mezclando len-
tamente durante 10 minutos.

Pruebas de potencia

La prueba de potencia de las vacunas a
los 21 dias se hizo usando el indice C en co-
bayos y el indice K modificado en bovinos,
Las vacunas fueron aprobadas con valores pa-
ra el indice C >2,0 y para el indice K >1,5.

Control antigénico

Después de preparada la vacuna y antes de
de ser usada, se "quebrd" la emulsidn agre-
gando aceite de soya (4 partes de aceite + 1
de vacuna), mezclando y centrifugando por
30 minutos (J.H. Graves, comunicacién per-
sonal). La fase acucsa resultante de la cen-
trifugacion fue sometida a la prueba de fija-
cién de complemento.

Pruebas de anticuerpos

Los niveles de anticuerpos fueron deter-
minados por el indice de seroproteccién (1).
Se calculd la media de la expectativa porcen-
tual de proteccién (EPP) de acuerdo con el
procedimiento propuesto por Gomes y Astudillo
{2). Estos autores consideran proteccién en
bovinos a la'ausencia de lesiones en las pa-
tas, consecutivas a la inoculacidén del virus
en la lengua.

* Arlacel A - ICI America Inc,, Atlas Chem-
icals Division.

**  Marcol ‘52 Exxon Corporation U,S.A.

*#*% Bilverson - Machines (Sales) Ltd.London,
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RESULTADOS

Comparacion de la vacuna de adyuvante oleo-
so con la de hidréxido de aluminio

La figura 1 muestra la expectativa porcen-
tual de proteccién (EPP), para los 3 tipos de
virus, en los tres grupos experimentales.

A los 30 dias de la vacunacién, los anima-
les inoculados con la vacuna con hidréxido
de ‘aluminio presentaban una EPP de aproxi-
madamente 60-70%. A los 60 dias este valor
cay6 por debajo de 50% y a los 90 diag va es-
taba en el mismo nivel de los testigos,

Con la vacuna oleosa, a los 30 dias, la
EPP fue superior al 70%, continué subiendo
hasta 60 dias después de la vacunacién cuan-
de alcanzé 80-90%. Estos picos se mantuvie-
ron por casi dos meses y comenzaron a decli-

nar lentamente. A los 6 meses, ain habia una
EPP considerable (56-54% para Oq y Cs,
respectivamente y 73 para Aoy,

La revacunacién produjo una respuesta
anamnestica con ambas vacunas, aun cuando
los niveles de proteccién con la vacuna de
hidréxido de aluminio decayeron rdpidamente,
Con respecto a los virus 04 y Cg, a los 4 me-
ses de la revacunacion, los niveles de pro-
teccién de los animales vacunados y de los

testigos eran similares. Las EPP alcanzadas

por la vaciuna oleosa fueton altas y persistie-
ron mucho tiempo. En ambos tipos de vacuna
la persistencia de la proteccidn frente al sub-
tipo C; fue la menos satisfactoria.

Inmunidad de la poblacién

La tabla 2 presenta los limites de confian-
za del 95% para las EPP de los terneros va-
cunados y tevacunados con la vacuna de adyu-
vante oleoso.

Puede observarse que se ha logrado una
excelente inmunidad de masa con vacunacio-
nes aplicadas cada seis meses. Estos resul-
tados confirman también que el subtipo A,
es el mejor antigeno, seguido por el O, v que
el subtipo Cs es el antigeno menos eficiente.

L

s e paiig



34 BLTN CENTRO PANAMERICANGQ FIEBRE AFTOSA 19-20

Duracion de la inmunidad después de una so-
la vacunacion

La tabla 3 muestra la duracién de la inmu-
nidad en los 16 bovinos vacunados una sola
vez con vacuna oleosa. La proteccidn contra

los subtipos 01 vy Cs alrededor del 70% de los
bovinos persistié por lo menos 9 meses des-
pués de la vacunacion. La respuesta al sub-
tipo Aos fue superior al 70% de proteccion a
los 12 meses de vacunados.

TABLA 1 - Caracteristicas de dos partidas de antigenos de virus
de la fiebre aftosa usados para la preparacion de vacuna para
vacunacion y revacunacion respectivamente

Partida
Virus de la I I
fiebre aftosa Titulos _ Tasade Titulos _ Tasa de
orp T re mgmedn e T po e
0, 7,57 1/25 -0,038% 7,29 1/30 -0,038
Aol 7,54 1/20 .0,017 7,69 1715 -0,038
Ce 7,44 1/25 -0,017 7,92 1/25 -0,027

UFP = logsio unidades formadoras de placa/dosis de vacuna.
FC = Dilucidn sérica determinando el 50% de hemélisis antes y

después de la inactivacion {ver texto).

* = Disminucién de la infecciosidad viral en logss UFP por minuto.

TABLA 2 - Inmunidad de la.poblacicn bovina después de la vacunacién
y revacupacion con vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso.

Edad media de Meses después de Expectativa porcentual de proteccidn
log bovinos la revacunacién para el virus de la fiebre aftosa
(meses) la. 2a. 0, Aog Ca

6 0 22+ 12 21 +12 31+13

8 2 94 & 7 97+ 5 85+ 10

10 4 8 *+ 10 90+ 8 82 11

12 6 0 84 + 10 94 + 7 74 + 12

14 8 2 96 + 10 100+ 0 95+ 6

16 10 4 87 + 1C 97 + 5 83 + 11

18 12 6 78 + 12 91 + 8 70+ 13

TABLA 3 - Dyracion de la inmunidad de bovinos vacuynados una
sola vez con vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso

Edad media de

; Meses después de
los bovinos

la revacunacién

Expectativa porcentual de proteccion
para ¢l virus de la fiebre aftosa

{meses) 0, Aoy | Cs
12 6 84 85. 72
13 7 68 79 64
14 8 76 89 53
15 : g 68 B4 70
16 _ 10 58 79 64
17 11 33 . 77 - 49
18 .. : 12 49 72 41
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FIGURA 1 - Media de la expectativa porcentual de proteccién (EPP) de bovinos para los sub-
tipos O1, Aoy y Cg del virus de la fiehre aftosa, después de la vacunacién con vacuna de hi- :
drézido de aluminio o vacuna con adyuvante oleoso y los testigos. |
vacuns con adyuvante oleoso. ‘ ‘
<eteeens Vacuna con hidréxido de aluminio
-------- testigos. '

vacunacion/revacunacion.
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DISCUSION

Desde hace mucho tiempo se admite que es
dificil proteger adecuadamente a los terneros
con vacuna inactivada con formalina y adicio-
nada con hidroxido de aluminio, perc que se
puede lograr una inmunidad mas duradera con
repetidas vacunaciones (4, 6, 7, 8, 9). Los re-
sultados de este trabajo confirman esa obser-
vacion. Los resultados obtenidos con las va-
cunas de adyuvante olecso demuestran que
estas vacunas en condiciones de campo pro-
ducen una respuesta inmunitaria de mayor in-
tensidad y de mas larga duracion que las va-
cunas con hidréxido de aluminio, preparadas
con los mismo antigenos inactivados.

Estas experiencias demuestran las dife-
rencias inmunogénicas entre las cepas de vi-
rus empleadas en la preparacién de las vacu-
nas. La aptitud de los antigenos para inducir
proteccion en los bovinos varié en gran medi-
da aun cuando lcs titulos de infecciosidad y
de fijacidén de complemento eran similares.
En otros estudios de vacunas con adyuvante
oleoso, el subtipo O1 cepa Caseros fue el mas
pobre de los inmunégenos (12, 13). Por con-
siguiente, la seleccién de la cepa mas inmu-
nogénica es de capital importancia para la
preparacion de una vacuna satisfactoria.

Otras investigaciones han mostrado que
las vacunas oleosas pueden inducir un alto
grado de proteccién en bovinos adultos (11).
Este estudio demuestra que las vacunaciones
practicadas con 6 meses de intervalo protegen
un alto porcentage de animales jévenes. Por
tanto, parece factible que puede vacunarse
dos veces al afio con vacunas de adyuvante
oleoso en lugar de las tres vacunaciones anua-
les que se hacen con las vacunas convencio-
nales, El efecto de refuerzo a los 6 meses

fue satisfactorio aun cuando se requieren nue-
vos estudios para determinar el intervalo 6pti-
mo entre vacunaciones.

La vacunacién se llevd a cabo en condi-
ciones de campo bajo coatrol, por lo cual en
las proximas etapas, los estudios se extende-
ran a mayores poblaciones expuestas al riesgo.

RESUMEN

Se compard la inmunidad evaluada a través
de la prueba de seroproteccién, de un grupo
de bovinos jévenes de 5 a 7 meses de edad,
mantenidos en condiciones de campo bajo con-
trol,. vacunados y revacunados con vacuna de
adyuvante oleoso con los resultados obtenidos -
con la vacuna de hidréxido de aluminio. En
ambas vacunas se utilizaron los mismos anti-
genos inactivados con acetiletileneimina
(AEI). La expectativa porcentual de protec-
cién mostré que la vacuna con adyuvante oleo-
so, indujo una proteccién mayor y mas duras
dera que la de hidréxido de aluminio. La re-
vacunacién realizada con la vacuna oleosa a
los 6 meses produjo una buena respuesta
anamnéstica con altos niveles de proteccién
¥ que persitieron por mucho tiempo.

El estudio de un muestreo serolégico efecs
tuado cada dos meses =n una poblacién de
293 terneros, vacunados cada 6 meses con va-
cuna oleosa, mostré que, en condiciones de
campo, este tipo de vacuna confiere una ele-
vada y duradera proteccidén. Seis meses des-
pués de la aplicacién de la vacuna oleosa,
alrededor del 70% de los animales jévenes
debian estar protegidos. Estos niveles de pro-
teccién persistieron hasta 9 meses para los
tipos O y C y 12 meses para el tipo A.

La eleccién de la cepa que se utiliza en
la preparacién de la vacuna mostrd ser impor-
tante.
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