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RESUMEN

Se estudié en bovinos la respuesta a la vacuna-
cién y revacunacion por via intranasal de una va-
cuna antiaftosa de virus vivo modificado tipo O,
utilizando el método de descarga de comprobacion
con virus virulento y la determinacion de anticuer-
pos circulantes. Dos grupos de animales libres de
anticuerpos recibieron la vacuna a las dosis de
105° y 107+ Dls, ratdn, respectivamente. Se
observd que con este virus es posible usar la via
de vacunacion intranasal.

INTRODUCCION

Experimentos anteriores (2, 8) mostraron que
era posible inmunizar bovinos mediante la insti-
lacibn de vacuna viva atenuada de fiebre aftosa.
En un experimento preliminar en Venezuela (4)
la cepa O, Campos fue ensayada por las vias in-
tramuscular e intranasal y a dos niveles de dosis
(102 y 1072 Disq raton). La mejor respuesta
inmunitaria se obtuvo en los bovinos vacunados
con 1072 Dls ratén por la via intranasal.

En el presente experimento se estudié la res-
puesta a la vacunacidn y revacunacién por via
intranasal con la misma cepa atenuada, con el pro-
pésito de evaluar la utilidad potencial de la vacu-
nacion intranasal con la cepa O, Campos para
controlar la fiebre aftosa en Venezuela.
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MATERIALES Y METODOS

Virus atenuado

Se uso la cepa O; Campos, tal como es usada
actualmente en Venezuela para la produccién de
vacuna atenuada (3). El virus fue suspendido en
40% de glicerina buferada (pH 7,6). El titulo in-
fectante de dicha suspension fue de 102 Dis,
raton/ml.

Virus virulento

Para los bovinos de comprobacién se usd la
cepa virulenta O; Cura, en el 3° 6 4° pasaje en
bovinos en el laboratorio.

Bovinos

Un grupo de 32 bovinos fue usado en este expe-
rimento, asf como otros 8 bovinos que no fueron
vacunados y sirvieron como controles en la com-
probacién. Estos animales, de 24 a 30 meses de
edad, provenian de un drea libre de fiebre aftosa
en Venezuela y no tenfan anticuerpos neutralizan-
tes para esa enfermedad y eran VIA negativos.

Un grupo de 16 bovinos fue inoculado con
1055 Dls, raton por dosis de 5 ml (vacuna di-
luida 1:10) por via intranasal y otro grupo de 16
bovinos fue inoculado con 107" Dig, ratén en
forma similar.

A los 97 dias posvacunacién (DPV), 8 bovinos
de cada grupo junto con los 4 controles no vacu-
nados fueron expuestos a la cepa O, Cura por ins-
tilacion intranasal de 2 ml de virus virulento conte-
niendo 10°# DI, ratén. Los restantes 8 bovinos
de cada grupo fueron revacunados con la misma
dosis de vacuna atenuada que habfan recibido ori-
ginalmente y fueron expuestos por via intranasal a
10*/° de la cepa O; Cura a los 208 dias después de
la revacunacion (DPRV). Todos los animales fue-
ron examinados a los 2, 3 y 7 dfas después de cada
vacunacion, y a los 3, 7 y 15 dias después de la
comprobacion.
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Extraccion de muestras

Fueron tomadas y estudiadas muestras de liqui-
do esofagico-faringeo (LEF) de acuerdo con los
procedimientos de rutina (2) a los 2 y 3 dias des-
pués de la vacunacion y posteriormente una vez
por mes. También se tomaron muestras de sangre
heparinizada a los 2 y 3 DPV y DPRV yalos 3
dias después de la comprobacion.

Ensayos con las muestras

Cada muestra de LEF o de sangre fue inoculada
en 8 ratones lactantes de 7 dias de edad y en mo-
nocamadas de células BHK. Los ratones muertos o
los cultivos celulares con efecto citopético fueron
sometidos a la prueba de fijacion del compliemento
para determinar y confirmar el tipo de virus.

La actividad neutralizante del LEF fue ensa-
yada a la dilucién final 1:4 por el método de re-
duccion de placas, como fue descrito (7). Los
anticuerpos séricos fueron determinados por las
pruebas de microneutralizacion (6) o seropro-
teccion (5).

RESULTADOS

Vacunacion
El Cuadro 1 muestra los resultados de las reac-
ciones de los bovinos después de la vacunacion

con dos niveles de dosis de virus atenuado O,
Campos.

Con la dosis 10°°° Dls, de virus atenuado, 5
de los 16 bovinos vacunados mostraron viremia
solamente en el dfa 2, y uno en el dfa 3. Ninguno
de estos animales desarroll6 lesiones visibles.

Después de la inoculacién de 107'° Dlso de
virus atenuado, 2 de los 16 bovinos vacunados
mostraron viremia en los dfas 2 y 3. Un animal
que presentd viremia en el dfa 2 no desarroll6é
lesiones epiteliales.

El virus tipo O de la fiebre aftosa fue detectado
en el LEF de todos los bovinos a los 2y 3 DPV y
en 8 de los 32 animales a los 90 dfas.

Revacunacion

Las reacciones registradas después de la revacu-
nacién se resumen en el Cuadro 2. No se observo
ni viremia ni lesiones. De los 6 portadores encon-
trados a los 30 DPRV, 3 mostraban poseer virus
desde la primera vacunacion. Los otros 3 no mos-
traban poseer virus después de las 72 horas y sus
titulos de seroneutralizacién fueron débiles o nu-
los después de la primera vacunacion. El numero
de portadores decrecié después de la revacunacién
y solamente uno de los 3 que no mostraban virus
después de las 72 horas permanecié positivo hasta
los 195 dias.

CUADRO 1. Reaccién de los bovinosa después de la vacunacion intranasal
de virus atenuado tipo Oy cepa Campos

Viremia - DPV LEF - Dfas posvacunacién
Dosis Di5¢ raton 2 3 Lesiones 2 3 35 60 90
6.5 2 1 0 16 16 10 1 4
7.5 3 2 2 16 16 6 8 4

316 bovinos por grupo.

bN(Jmero de bovinos positivos por grupo.
DPV = Dias posvacunacion.

LEF = Liquido esofagico-faringeo.
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CUADRO 2. Rcab_cidh de los bby'ino:a dbspuds de la revacunacion intranasal
te virus atenuado tipo O ceps Campos
Viremia -~ DPRV LEF - Dfas posrevacunacién
Dosis 3 Lesiones 3 60 © 100 135 165 195 203
6.5 o® 0 3 2 0 0 0 0 0
2 1 1 0 1 0

75 0 0 3

28 bovinos por grupo. » )
bNamero de bovinos positivos por grupg.
DPRV = Dfas posrevacunacién. . ’
LEF = Liquido esofdgico-faringeo.

Anticuerpos

Los resultados de las pruebas de microneutra-
lizacién se. resumen en el Cuadro 3. Los titulos
medios de anticuerpos permanecieron al mismo
nivel desde los 30 DPV hasta la revacunacion a los
97 dfas. A los 30 DPRV se observd un ligero
aumento de los titulos medios de anticuerpos en

el grupo revacunado con 7,5 Dlg, del virus ate-
nuado, como resultado de la conversién de- algu-
nos sueros previamente negativos, asi como el
efecto “booster” en los que ya eran positivos.
No se not6é diferencia significativa entre las res-
puestas de anticuerpos de los grupos vacunados
con los dos niveles de dosis de la cepa atenuada.

CUADRO 3. T/tulos de microneutralizacién de bovinos después de vacunacion y revacunacién intranasal con vacuna
de virus atenuado cepa Oy Campos enfrentados a la cepa de campo O, Cura de Venezuela

Vacuna

Dosis 106 5 Dl 50

Dosis 107 Dig,

Dias posvacunacion

0 <1.0 <1.0
30 22 *+ 08¢’ 23 + 095
60 23 +0.78 21 % 086
97 22 * 069 22 + 084
Df{as posrevacunacion
30 25 + 059° 29 + 073
60 25 * 067 26 * 058
100 23 t+ 069 24 + 043
135 2.1 059 25 039
195 2.2 £ 051 24 * 0.51
203 2.1 £ 065 23 + 068

?Media y desviacion standard de la media (16 bovinos).
bpedia v desviaci(_;n standard de ia media (8 bovinos).
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Las pruebas de seroneutralizacion con la cepa
homéloga O; Campos dieron resultados muy simi-
Jares (no mencionados en el cuadro).

Los datos del Cuadro 5 muestran que los anti-
cuerpos circulantes y la actividad neutralizante
del LEF a los 208 DPRV fueron més bajos que a
los 90 DPV. En realidad se observé poca influen-
cia de la revacunacién en lo que se refiere a acti-
vidad neutralizante del LEF, que decrecié desde
los 135 DPRYV en adelante.

Camprobacion

Los 8 controles no vacunados (que no aparecen
en el cuadro) mostraron viremia e inicio de signos
clinicos al 3er dfa, y después desarrollaron una
fiebre aftosa severa. Los resultados de la compro-
bacién a los 90 DPV se muestran en el Cuadro 4.
Al 3er dia, solamente 3 de los 16 animales que
habian recibido s6lo una dosis del virus atenuado
mostraron viremia, y 2 de ellos tuvieron inicio de
lesiones. En el 7° dia se observaron lesiones vesi-
culares en un total de 7 bovinos vacunados. Los
animales que desarrollaron lesiones de fiebre afto-
sa fueron todos los que habfan presentado titulo

bajo de anticuerpos, mds 2 con alto titulo de
anticuerpos.

El Cuadro 5 resume los resultados de la com-
probacién realizada a los 208 DPRV. No se detec-
t6 viremia en ninguno de los animales. Solamen-
te un animal del grupo vacunado dos veces con
10%5 Dl de virus atenuado desarroll6 una lesion
en la pata en el 5° dia. Otros tres mostraron lesio-
nes en el examen realizado al 9° dia después de la
comprobacion.

DISCUSION

Un trabajo anterior (4) mostré una diferencia
considerable en la respuesta obtenid. con la ino-
culacién intranasal 10°2 y 1072 Dlso ratén de
virus O, atenuado. La dosis menor se mostré
menos efectiva para infectar los animales y ésto
resulté en bajos titulos de seroneutralizacion
y ausencia de protecciéon cuando los bovinos
fueron enfrentados al virus virulento. Esas diferen-
cias en la respuesta no fueron observadas en el
experimento presente, en el que se usaron 104 y
1075 Dl respectivamente.

CUADRO 4. Resultados de la comprobacién en bovinos con la cepa de campo O Cura, a los 97 DPV

Dosis 1065 Dl raton

Dosis 107*% Dl ratén

Re:-_xccién Reaccién

Viremia® Lesiones MNT I1sp LEF/RP Viremia Lesiones MNT I1sp LEF/RP
+ L af? <12 0.0 76 - - a4 <122 00 73
+ L, af? 15 0.0 99 - - 3P 19 04 95
- L, 4P 3.0 45 100 - - - 26 40 100
- — 4p 2.1 3.5 99 + L, ap <12 0.0 90
- - = 24 5.5 100 - - - 35 48 100
- - - 3.0 5.1 100 - - - 26 48 100
- - = 23 2.0 99 - - - 29 4.8 99
- - = 23 39 100 - - - 26 28 93

aDfa3.

DPV = Dfas posvacunacion.
MNT = Prueba de microneutralizacion.
ISP = Indice de seroproteccion.

LEF/RP = Prueba de reduccién de placas; porcentaje de reduccién de placas por el LEF en una dilucién final de 1:4.
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CUADRO 5. Resultados de la comprobacién en bovinos con la cepa de campo O, Cura, a los 208 DPRV
Dosis 10%*5 Dl 5 ratén Dosis 1075 Dl raton
Reaccion Reaccion
Viremia® Lesiones MNT ISP LEF/RP Viremia Lesiones MNT ISP LEF/RP
- a? <12 26 65 - 10 15 15 78
- a?? 18 20 91 - 17° 23 44 83
- - 23 13 100 — - 27 33 98
- - 23 3.0 70 - - 2.1 2.8 ‘89
- - 3.0 1.5 89 - - 24 1.0 72
- - 1.5 2.2 61 - - 1.8 1.8 56
- - 3.0 33 84 - - 23 38 100
- - 23 2.8 62 - - 3.6 a5 100
%pas5.  Pbro.
DPRV = Df(as posrevacunacion. MNT = Prueba de microneutralizacién. ISP = Indice de seroproteccién.

LEF/RP = Prueba de reduccion de placas; porcentaje de reduccidn de placas por el LEF en una dilucion final de 1:4.

La cepa O; usada conserva algo de patogenici-
dad después de inoculacion intranasal. De los 32
bovinos inoculados, 2 mostraron lesiones en la
piel interdigital. De acuerdo con observaciones
previas (4), el desarrollo de lesiones parece ocurrir
primero en bovinos inoculados por via intranasal,
provocando viremia. Parece que cuanto mds tiem-
po dura la viremia mayores son las probabilidades
de desarrollo de lesiones.

No se observaron ni viremia ni lesiones después
de la revacunacion. En realidad muy poca respues-
ta pudo ser observada en los animales que mostra-
ron multiplicaciéon de virus y respuesta sérica des-
pués de la primera vacunacion. Hubo solamente
un débil y breve efecto ‘‘booster’’ en los titulos
de seroneutralizacion y el estado de portador
decrecié hasta que todos los portadores origina-
les se hicieron negativos después de 60 dias. Los
3 nuevos portadores aparecidos después de la re-
vacunacion fueron animales que no habian respon-
dido bien después de la primera vacunacion.

La falta de respuesta de la mayoria de los ani-
males a la revacunacién puede ser indicacién indi-
recta de su resistencia contra la exposicion al virus
virulento.

En animales convalecientes de una exposicién
virulenta, la actividad neutralizante de!l LEF al-
canza su apogeo a los 2—3 meses, siguiendo una

disminucion gradual que, probablemente, se rela-
ciona con la eliminacidn progresiva de los porta-
dores en el lote (7). Del presente experimento pa-
rece deducirse que la respuesta a la infeccién por
virus atenuados es similar a la producida por virus
virulentos.

El estudio presente confirma trabajos anteriores
sobre el uso de la via intranasal para la vacunacion
con virus atenuados (2, 4, 8), los que muestran que
es factible el uso de dicha via para proteger los bo-
vinos contra et virus virulento. La dosis efectiva
por via intranasal es probablemente menos que la
necesaria por via inframuscular {4).
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