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ADENDA AL CONVENIO ESPECIFICO ENTRE LA UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
(FACULTAD DE CIENCIAS) Y LABORATORIOS VIRBAC MEXICO S.A. DE C.V.

En la ciudad de Montevideo, a los 11 dias del mes de mayo de 2015, por una parte, la
Universidad de la Republica (Facultad de Ciencias, en adelante la Facultad) representada por
el Rector Dr. Roberto MARKARIAN y el Decano de la Facultad de Ciencias Prof. Juan
CRISTINA, con domicilio en Av. 18 de julio 1968 de la ciudad de Montevideo; y por otra parte,
Laboratorios VIRBAC México S.A. de C.V., Sucursal Argentina, representado en este acto por
el Dr. Thierry David Gozlan, DNI 94542917, segun certificado notarial expedido por el Esc. Mario
Humberto Torres Verdin, con domicilio en Juan José Diaz N° 629 San Isidro, Provincia de
Buenos Aires, en adelante: el Laboratorio, acuerdan la siguiente adenda al Convenio
Especifico entre la Universidad de la Republica (Facultad de Ciencias) y Laboratorios VIRBAC

México de acuerdo al articulo Octavo del mismo.

PRIMERO: ANTECEDENTES:

|.- Con fecha 01 de setiembre de 2014, las partes suscribieron un convenio especifico por el cual
se generd un marco de actuacion para la colaboracion en la ejecucion del proyecto “Evaluacion
comparativa de la respuesta de anticuerpos IgG anti Fasciola en bovinos vacunados con
diferentes vacunas experimentales de Fasciola hepatica®“.

II.- Es interés de las partes continuar el trabajo de investigacion iniciado en esa oportunidad.

SEGUNDO: OBJETO: El objeto de esta adenda es la participacion conjunta en el proyecto
cientifico nombrado “Proyecto” en el Anexo 2, ampliando el objeto del convenio especifico
relacionado, el cual suscrito por las Partes, forma parte integrante de este convenio.

El “Proyecto” incluye contribucion del Laboratorio y de la Facultad, descriptos a seguir en el

parrafo Tercero.

TERCERO: OBLIGACIONES DE LA FACULTAD: Por el presente Convenio, la Facultad, por

intermedio de la Facultad de Ciencias se obliga a:

1- Colaborar en la infeccién de los bovinos participantes con metacercarias de Fasciola

hepética.
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2- Realizar la cuantificacion de anticuerpos anti-LAP en sueros de los bovinos.

3- Realizar el diagnostico de animales experimentales infectados a través de la conduccion
de examenes coprologicos para presencia de antigeno fecal de Fasciola hepatica;

4- Realizar la busqueda post mortem de parésitos presentes a los efectos de determinar la
capacidad protectora de las formulaciones vacunales.

5- Realizar reuniones periédicas con el Laboratorio, a los efectos de informar los avances y
coordinar la realizacion de tareas conjuntas conducentes al logro de los objetivos del
proyecto.

6- La realizacidn de un informe final que incluya los resultados y conclusiones del proyecto

de manera detallada.

CUARTO: OBLIGACIONES DEL LABORATORIO :

1) Financiar la realizacion de las tareas a realizar por la Facultad descritas en el parrafo
SEGUNDO y en el Anexo 2, por un monto de U$S 8.900.-(dlares americanos ocho mil y
novecientos), a abonar en dos pagos de acuerdo al parrafo QUINTO.

2) Realizar las tareas complementarias necesarias para llevar adelante el proyecto, como
mantenimiento y control de los bovinos, obtener las metacercarias infectantes, conducir la
infeccion, obtener las muestras biologicas de sangre y heces, y realizar seguimiento clinico de
los animales bovinos, sin excluir otras actividades necesarias para el logro de los objetivos del
proyecto.

3) Suministrar la informacion técnica disponible en la empresa que pueda contribuir a la

ejecucion del proyecto, asi como proveer de asesoria a través de sus técnicos e investigadores.

QUINTO: PRECIO:
El Laboratorio se compromete a abonar a la Facultad por la realizacion de estas tareas, la suma

de 8.900, (ocho mil e novecientos délares estadounidenses), la cual se hara efectiva de la

siguiente manera:

1) una primera entrega de US$s 4.900 (cuatro mil y novecientos dolares estadounidenses),

inmediatamente después de firmarse el Convenio;
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2) una Ultima entrega de U$s 4.000 (cuatro mil délares estadounidenses) luego de

recibidos los informes finales objeto de este convenio.

Para constancia y como prueba de conformidad, las partes firman 2 (dos) ejemplares del mismo

tenor en el lugar y fecha arriba indicados.

Por la Universidad de la Republica

Dr. Roberto Markarian
Rector

v

Dr. Juan Cristina
Decano
Facultad de Ciencias

Por ellaboratorio
Dr. Thierry David Gozlan
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1 TITULO:

Evaluacion comparativa de la respuesta de anticuerpos IgG anti-Fasciola em bovinos
vacunados con diferentes vacunas experimentales contra Fasciola hepatica.

2 CONTATOS:

2.1 Representante del patrocinador:

Andre A. Cutolo, DVM.
Southern Hemisphere Innovation Project Manager
Email: andre.cutolo@virbac.com.br

2.2 Investigador Principal:

Carlos Carmona Garcia, DM
Profesor de la Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica
Email: ccarmona@higiene.edu.uy

2.3 Investigadores Asistentes:

Eduardo Reolon, Lic
Gerente de Investigacion y Desarrollo
Email: reoclon@santaelena.com.uy

Gustave Decuadro, DVM
Corporate Marketing Southern Hemisphere Ruminants
Email: gustave.decuadro@virbac.com.mx

2.4 Monitor:

Adriana Drocco, DVM.
Asistente Técnica
Email: drocco@santaelena.com.uy

Laboratorios VIRBAC México S.A de C.V. Sucursal Argentina
Juan José Diaz 629, San Isidro, CP 1642

Buenos Aires, Capital Federal, Argentina.

Tel: +54(11) 4707-0131/4742-0950/4732-3436

3 lLocal del Estudio:

Los animales serédn mantenidos y manejados en el Rancho Macondo ( Rancho Experimental

de Laboratorios Santa Elena), ubicado en Florida, Uruguay.
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4 Objetivo:

4.1 Obijetivo:

El objetivo principal de este anexo 2 del ensayo es evaluar la capacidad inmunoprotectora
de la vacuna basada en el antigeno LAP (leucina aminopeptidasa) en los bovinos
vacunados con diferentes formulaciones de adyuvantes tal como estd descrito en el Anexo
1 del presente convenio.

Resumen

Treinta bovinos hembras europeos o mestizos, entre seis y ocho meses de edad, libres de
infeccion por Fasciola hepatica, fuero seleccionados de acuerdo a los criterios extablecidos
en el Anexo y se dividieron en grupos de cinco animales cada uno. Los animales recibieron
inmunizacion con LAP combinada con diferentes adyuvantes: Adyuvac 50 (Grupo 1),
Montanide ISA 50V2 (Grupo 2). Alhydrogel 2% (Grupo 3), Alhydrogel + Ultracorn UC3 (grupo
4) y Alhydrogel + Ultracorn UCI (grupo 5). Bl grupo control  (Grupo 6) no recibid ningdn
fratamiento. Los animales de los grupos 1 a 5 recibireron la vacuna los dias 0, 30 y 150 del
ensayo (Anexo 1). En el dia 250 los animales serdn desafiados con una dosis de 500
metacercarias de Fasciola hepatica via oral. Los animales se sangrardn en los dias 250, 265,
280, 295, 310, 325 y 350 con el fin de medir la cantidad de anticuerpos contra antigenos LAP
en el suero por medio de una prueba de ELISA. Los animales se pesaran los dias 250, 295 y
350 a los efectos de determinar diferencias enventuales en la ganancia de peso enfre los
animales de los distintos grupos inmunizados y el control no vacunado. El dia 350 los bovinos
serdn enviados a faena en un frigorifico registrado v los higados y vesiculas biliares serdn
recogidos y derivados al laboraroio de la Unidad de Biologia Parasitaria donde se realizard el
conteo de los gusanos presentes asi como se los medird y pesard. De esta forma se
determinard la proteccién brindada por la vacuna con los distintos adyuvantes respecto al
grupo no inmunizado y de los grupos inmunizados entre sia. A su vez se determinard Ia
existencia de una eventual correlacion inversa entre 10s titulos de anticuerpos anti-FhLAP y las
cargas parasitarias a nivel individual.
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5 Cronograma

Inicio fase animal:
Diciembre/14.

Final de la fase animal:

Abril/14.

5.1 Descripcion del Cronograma.

Fecha
Estudio

Musestreo
Fecal

Muestreo de
Sangre

Pesaje

infeccion

Necropsia

D+250

D+265

D+280

D+295

D+310

D+325

D+350

6  ANIMALES DEL ESTUDIO:

Ver anexo 1.

7 CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION AND REMOCION:

Ver anexo 1.

8. INFECCIiON

Los animales se desafiardn con una dosis de 500 metacercarias de Fasciola hepatica con
cubierta externa, producidas por el DILAVE (MGAP, Uruguay). Las metacercarias serdn
traidas al laboratorio de la Unidad de Biologia Parasitaria para estudiar su viabilidad y
preparar las dosis infectantes en papel de filtro. Se prepardn las dosis infectantes de acuerdo

al didmetro de la sonda esofagica a utilizar en el proceso de infeccion.
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9.EVALUACION DE EFICACIA:

7.1  Muestreos de Sangre
Ver Anexo 1

7.2 Evaluacion cudlitativa y cuantitativa de la respuesta de anticuerpos:

Ver Anexo |

7. 3 Procedimiento para la cuantificacién de anticuerpos anti-LAP:
Ver Anexo 1

7.4 Procedimiento para la determinacion de carga parasitaria

Los adultos de Fasciola hepatica se extraerdn de los higados de los bovinos del ensayo por
medio de una metodologia estandar que incluye la apertura de los canaliculos biliares
mayores e intermedios, la exfraccion manual de los gusanos alojados dentro de 1os mismos,
el corte del parénquima hepatico en laminas de unos 2cm de didmetro, la incubacidon en
PBS a temperatura de 30 C por 2 horas y el posterior tamizaje del medio de incubacion a fus
efectos de retener los gusanos de menor tamano. El nimero total de pardsitos recuperados
es la suma de los gusanos enteros mds el nUmero mayor de colas o cabezas recuperadas en
el procedimiento.

Los gusanos recuperados se miden en su largo y ancho y se pesan agrupados aquellos
provenientes de cada higado para establecer la biomasa parasitaria.

7.5. Procedimientos para la determinacién de coproantigenos de Fasciola heptica.

Los dias 250 y 325 se relizard la exiraccion de materias fecales que luego se procesardn para
el estudio de coproantigenos de Fasciola hepatica empleando para ello un kit diagndstico
de la empresa BIO-X (Francia) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El andlsis del dia
250 tiene como objetivo determinar la ausencia de infeccidon por Fasciola hepatica .l
momento de la infeccién y el del dia 325 (10 semanas post infeccion) tiene como objetivo
cuantificar indirectamente la carga parasitaria previo a la necropsia.
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8 DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA ANALITICA:

8.1 Diferencias en los titulos de anticuerpos:

Se comparard el OD promedio de los titulos de anticuerpos entre los diferentes grupos en los
diferentes momentos de sangrado vy serd utilizado un método estadistico para tanto,
considerandose las diferencias significativas con el valor de p <0,05.

8.1 Diferencias en datos parasitolégicos y correlacién entre carga parasitaria y titulos de
anticuerpos

Se calculardn los promedios aritméticos de las cargas parasitarias. Bl porcentaje de
proteccion serd calculado segun la férmula ({u-v)/u) x 100 donde u es el valor promedio del
grupo control y v es el valor promedio del grupo vacunado. Las diferencias significativas
entre los grupos vacunados y control serdn estudiadas por el test de Dunnett mientras que la
comparasion entre los diferentes grupos vacunados serd testada por andlisis de varianza ¢ 2
una mano seguido del test de Turkey. Cualquier diferencia serd considerada significativa con
valores de p iguales o menores a 0.05. Dos test no paramétricos de correlacion { Spearman y
Kendall ) se empleardn para determinar la asociacion inversa entre 1os titulos individuales de
anticuerpos anti-FhLAPr a distintos tiempos del ensayo y tas cargas parasitarias

9 BIENESTAR ANIMAL:

Durante la conduccion del estudio serd implementado un sisterma de vigilancia y gestién
adecuados con el objetivo de evitar cualquier estrese innecesario entre 1os animales del
estudio, incluidos alli los procedimientos de restriccion fisica, la administracion y la inyecciéon
de productos de prueba, muestreo bioldgico, la alimentacion, la vivienda y la evaluacion
clinica de los bovinos. Los animales serdn faenados en un frigorifico de plaza de acuerde 2
los procedeimientos autorizados por las autoridades sanitarias del MAGP.

10 REPORTE FINAL DEL ESTUDIO:

10.1 Reporte de las fases animal y laboratorial:

El investigador principal es responsable por la preparacion del informe final incluyendo el
material y métodos, procedimientos y resultados de Ia prueba. El informe final serd emitido
dentro de los 30 dias de la necropsia.
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A GLOBAL COMPANY DEDICATED TO ANIMAL HEALTH
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