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La inmunidad pasiva obtenida via calostro en terneros es la primera respuesta protectora

desarrollada contra los patégenos generadores del sindrome de la Diarrea Neonatal
Bovina, donde el Rotavirus Bovino (RVB) es uno de los principales agentes causales. La
inmunizacién de las madres en el Gltimo tercio de la gestacion, es la primordial accién que
se realiza para la prevencién y disminucién de esta patologia en los rebafos bovinos. Los
programas de vacunacién suelen tener grado de efectividad variable, influenciados por
tactores del proceso de produccién de la vacuna. Este proyecto de tesis tuvo como
principal objetivo la produccién y evaluacién de la primera vacuna inactivada contra
Rotavirus Bovino producida en Uruguay, la cual servird como base para el mejoramiento
del disefio y la calidad de vacunas futuras contra esta patologfa.

Se realizaron 3 formulaciones con diferentes disefios y tipos de adyuvante para poder
conocer la influencia de cada uno de estos factores en el desarrollo de la respuesta
inmune. En las formulaciones se generé una vacuna monovalente Acuosa (VMA) una
vacuna monovalente Oleosa (VMO) y una vacuna polivalente Oleosa (VPO). Se utiliz6
como cepa vacunal, cepa rotaviral bovina WC3. Los controles de calidad pertinentes, su
totalidad resultaron satisfactorios. Como sistema biolégico en la prueba de potencia se
empled la especie cobayo. Se desarrollé y estandarizo exitosamente, métodos basados en
la técnica de ELISA para la deteccién de antigenos de Rotavirus Bovino y deteccién de
Anticuerpos isotipo IgG anti-RVB. También se desarrollé y estandarizo técnicas de
titulacién viral y de seroneutralizacién propias y originadas para esta tesis.

En el ensayo de potencia en cobayos, la VMO obtuvo mayores titulos de anticuerpos ya
sean AcN o IgG totales, seguida por la VPO y la VMA. Existi6 solo diferencia
significativa en los resultados de AcN entre la VMA y VMO para el dia 60 PV. Las 3
vacunas superaron el limite de potencia establecido para ser consideradas como
satisfactorias, a los dias 30 y 60 PV. En el ensayo de eficacia vacunal a nivel de campo, la
vacuna logro inducir altos titulos de anticuerpos a nivel de suero, calostro y leche en las
madres inmunizadas, con respecto a las madres controles. Buenos titulos de IgG se
mantuvieron en la leche hasta el dfa 21 post nacimiento (PN). En los terneros hijos de
madres vacunadas (GV), se alcanz6é un buen nivel de inmunidad pasiva, ninguno de los
terneros GV mostro sintomatologfa diarreica ni se detecté antigenos rotavirales en las
muestras de heces. Los dos terneros que conformaron el grupo hijos de madres no
vacunadas (GC), presentaron sintomatologfa diarreica y se les detecto antigenos
rotavirales a nivel de las heces los dfas 15 y 21 PN.

Se puede concluir en términos generales, que se obtuvo un resultado muy satisfactorio a

nivel de calidad, inocuidad y potencia en la produccién de la vacuna inactivada contra el
RVB, con la utilizacién de la cepa de RVB WCs.
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1.1 El Género Rotavirus

Los Rotavirus (RV) son considerados importantes agentes causales de diarrea en
individuos de corta edad de numerosas especies animales y en humanos.

Este Género pertenecen a la familia Reoviridae. Todos los miembros de la familia
poseen un genoma formado por 10 a 12 segmentos de ARN de doble cadena
(ARNdc), miden entre 60 y 85 nm, carecen de envuelta lipidica, presentan proteinas
distribuidas en capas concéntricas siguiendo una simetrfa icosaédrica y la
replicacién tiene lugar en el citoplasma, formandose estructuras particulares
denominadas viroplasmas donde ocurre el ensamblaje de las cépside y el
empaquetamiento del ARN viral.

1.1.2 Genoma del Rotavirus

El genoma del Rotavirus contiene once segmentos de ARNdc de cadena doble con
un peso molecular que oscila en un rango de 2 x 10% y 20.2 x 10* Daltons, con un
tamafio de 0.6 a 3.3 Kilopares de bases. Esta diferencia de tamafos permite que
estos segmentos al ser separados electroforéticamente presenten un patrén
caracteristico, tipico y Unico para estos virus, lo que ha sido la base para el
desarrollo métodos de diagnéstico moleculares [67]. Los segmentos de ARN viral
estdin numerados segin la velocidad de migracién que presentan en gel de
poliacrilamida [17]. En general el patrén electroforético o electroferotipo, consiste
de un grupo de cuatro segmentos de ARN (1-4) de alto peso molecular; 5
segmentos de tamafo mediano (5 a 9) que incluyen un triplete muy caracteristico
tormado por los segmentos 7, 8 y 9; y los dos segmentos més pequefios (10 y 11),
como se indica en la Figura 1.

Los once segmentos de RNAdc se encuentran dentro del core de las particulas
virales y no son infecciosos por si solos. Las particulas virales poseen su propio
enzima ARN polimerasa ARN dependiente, el cual transcribe cada segmento
individual en un ARN mensajero (ARNm). En cada segmento de ARN se pueden
identificar tres regiones, la regién no codificante (UTR: unstranslated regién) 57, la
regién no codificante 8" y el marco de lectura abierto (ORF: Open Reading Frame).
Las longitudes de las regiones no codificantes pueden variar de segmento a
segmento, pero todos contienen una secuencia consenso comtn en el extremo 5" y
otra en el extremo 3” cuyas funciones atiin no estén del todo dilucidadas pero se cree
que estan implicadas en los mecanismos de transcripcién, replicacién, regulaciéon y
encapsidacién de dichos genes [17].
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1.1.3 Estructura del Rotavirus.

Estudios realizados por criomicroscopia electrénica, han permitido realizar analisis
detallados de las caracteristicas estructurales de la particula viral con una
resolucién de aproximadamente 26 A [2, 3, 47. Las particulas virales tienen
aproximadamente 75 nm de didmetro, con una geometria icosahedrica. El virién
maduro estd compuesto por tres capas concéntricas de protefna que engloban al
genoma viral. La capa externa del virién estd formada por 780 moléculas de la
glicoproteina VP7. De esta capa lisa se proyectan 60 espiculas de aproximadamente
12 nm de longitud constituidas por dimeros de la proteina VP4 [27], la base de
éstos dimeros de VP4 interacciona con la capa intermedia del virién (Figura 1).

Esta capa intermedia, consta de 260 unidades morfol6gicas constituidas por
trimeros de la proteina VP6,como se observa en la Figura 1, esta proteina es la mas
abundante del virus, constituyendo aproximadamente el 50% de la proteina total
del virién. La capa intermedia, a su vez, rodea a la capa mas interna del virién o
nucleocédpside, que estd formada por 60 dimeros de la proteina VP2 (Figura 1), la
cual engloba al genoma viral. Una copia de la proteina VP1 y una de VP3 estan
asociadas con la cara interna de la capa de VP2 y localizadas en los doce vértices del
icosahedro, donde se ha propuesto que llevan a cabo su funcién de replicar y
modificar los genes del virus. También dentro de esta nucleocapside se encuentran
los once segmentos de ARN de doble cadena que constituyen el genoma del virus.

Existen tres tipos de particulas virales con diferentes caracteristicas estructurales y
funcionales: se encuentra la particula completa conocida como particula triple capa
(“Triple-Layered Particle”, TLPs). Esta es la particula infecciosa ya que la
presencia de la capa externa formada por las proteinas VP4 y VP7 le permite unirse
y penetrar a su célula huésped [5, 6. La particula carente de la capa més externa,
se conoce como particula de doble capa, (“Doble- Layered Particle”, DLPs).
Presenta una morfologifa muy rugosa debido a que la periferia muestra subunidades
triméricas de la cdpside interna [17]. Esta particula no es infecciosa, pero es
transcripcionalmente activa con capacidad de sintetizar los ARN mensajeros
virales. Por Gltimo esta la particula de capa simple, la cual s6lo muestra el “core” o
nucleocapside, formada por la VP2 mayoritariamente, con la polimerasa inactiva

[10-
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Figura 1 Organizacién estructural de la particula de Rotavirus: A la izquierda de la figura se muestra el
electroferotipo caracteristico del genoma viral donde se indica los 11 segmentos de ARN con la asignacién
de protefnas que codifican a la derecha. Al centro de la figura se representa un modelo de la organizacién
superficial de la particula viral reconstituida a partir de estudios de criomicroscopia electrénica. A la derecha
se representa la misma estructura luego de un corte transversal que muestra la capa intermedia constituida
por VP6 y, el niicleo constituido por VP2, VP1/VP3. Extraido y adaptado de Pesavento, et al, 2006 [87.

1.1.4 Proteinas Virales del Rotavirus.

En total el genoma codifica para 12 proteinas, seis estructurales (VP1, VP2, VP3,
VP4, VP6, VP7) y seis no estructurales (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6).
Las proteinas estructurales son encontradas dentro de las particulas virales y las no
estructurales se encuentran dentro de la célula infectada [17.Un resumen de las
diferentes proteinas del Rotavirus esta en la tabla 1.
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Tabla 1. Propiedades de las proteinas constituyentes del Rotavirus

Proteina

Localizacion

Caracteristicas y Funcion

Genoma

VP1

Core

Posible ARN polimerasa, unién al ARN de simple cadena (ssRNA), unién a
VP3

VP2

Core

Proteina mas abundante de la nucleocapside, y constituye la capa mas
interna del virus. Funcion que podria estar relacionada con el
empaquetamiento de los ARNs virales dentro de la nucleocapside.
Requerida para la actividad replicasa de VP1

VP3

Core

Actividad de guanilil-transferasa del ARN viral, Tiene una alta afinidad por
ARN de cadena sencilla, componente esencial de los complejos de
transcripcion y no de los complejos replicativos

VP4

Cépside externa

Hemaglutinina, antigeno neutralizante, potenciacion infectividad por
proteasa, funciones esenciales en el ciclo replicativo incluyendo la unién
al receptor y la penetracion a la células, determinantes importantes del
rango de huésped, virulencia, tropismo, e induccion de inmunidad
protectora.

NPS1

No Estructural

Basica, anillode zinc, alta afinidad unién al ARNs

VP6

Capside interna

Proteina mas abundante del virion, altamente antigénica, inmunogénicay
estable, blanco antigénico de los ensayos de diagndstico inmunolégico.
Posee epitopes conservados entre cepas del grupo A llamados epitopes
de grupo y los llamados epitopes de subgrupo, los cuales son utilizados
como para clasificar diferentes cepas dentro del grupo A. Figura 1(B)

NSP3

No Estructural

Dimérica, union extremo 3° del mRNA viral, inhibe traduccion del
huésped

NSP2

No Estructural

Proteina de pH Basico, oligomérica, union al ARNs, interacciona con VP1y
NSP5, actividad de nucledsido trifosfatasa.

VP7

Capside externa

Glicoproteina altamente inmunogénica e inductora de anticuerpos
neutralizantes, responsables de los primeros contactos con la célula
huésped y por lo tanto tienen funciones determinacion del rango de
huésped, uniény penetracién a las células. Figura 1(B)

10

NSP4

No Estructural

Primera enterotoxina viral, responsable de inducir salida aumentada de
fluido y electrolitos de las células de las criptas intestinales.

11

NSP5

No Estructural

Basica, fosfoproteina, union al ARN, proteina quinasa, interaccidén con
NSP2 translocacion de las particulas virales en formaciéon desde el
viroplasma hacia el reticulo endoplasmatico.
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1.1.5 Clasificacion del Rotavirus.

Los Rotavirus presentan una serologfa compleja y se clasifican en serogrupos,
subgrupos y serotipos G y serotipo P seglin sus caracteristicas serolégicas. Se
conocen 7 diferentes serogrupos o grupos dependiendo de los diferentes epitopos
presentes en la proteina VP6 y VP2, a cada uno de los cuales se le ha asignado una
letra: los grupos A, B y C han sido aislados tanto en humanos como en animales,
mientras que los grupos D, E, I y G han sido sélo aislados en animales [77]. Con
fines epidemiolégicos, dentro del grupo de rotavirus A se han definido diferentes
subgrupos (SG) atendiendo a la presencia o ausencia de distintos tipos de epitopes
immunoreactivos frente a determinados anticuerpos monoclonales. Se conocen el
SG I, SGII, SG I+II, SG no-I y SG no-II segtn sean reactivos o no a los
anticuerpos monoclonales de determinantes antigénicos localizados en VP6 [97. El
SG II es el més frecuente entre las cepas humanas [10, 11, 127, mientras que el SG
I es mas frecuente entre las cepas de origen animal [13, 147].

Ensayos de neutralizacién han desenmascarado la existencia de dos proteinas
externas de la capside, altamente reactivas frente anticuerpos neutralizantes de la
infeccién: las proteinas VP7 y VP4. El hecho de que los genes que codifican para
ambas proteinas puedan segregarse independientemente da la posibilidad de la
existencia de antigenos de neutralizacién heterélogos [157].

Asi, la clasificacién de los Rotavirus es un sistema binario que distingue distintos
serotipos de las proteinas VP7 y VP4 [[16, 17, 187. Por el momento se conocen 15
serotipos de VP7 y 13 serotipos de VP4 [18, 19, 207]. Dado que VP7 es una
glicoproteina, el serotipo VP7 también es conocido como G-serotipo o G-tipo. En
el caso de VP4, debido a que es una proteina sensible a proteasas, se le denomina P-
serotipo o P-tipo [217]. En contribucién a una mayor complejidad de la serologia de
los Rotavirus, tanto el VP4 como el VP7 contienen epitopos neutralizantes
especificos de serogrupos y heterotipicos. En el caso de la VP4, los epitopos
especificos de serotipo se encuentran sobre todo en el dominio variable de
hemaglutinacién VP8*, situado en los apices de las espiculas, mientras los epitopos
heterotipicos se sitian de forma fundamental en el dominio menos variables, que
constituyen el cuerpo de las espiculas [97.

La secuencia del segmento genémico que codifica VP7 predice fielmente el serotipo
G, de manera que el genotipo constituye en la practica un sustituto de la
determinacién del serotipo G. Para el caso de los serotipos P los reactantes
inmunolégicos que posibilitan los diferentes serotipos P son limitados y la
obtencién de los mismos se hace complicada por la reactividad cruzada entre
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distintos serotipos P. Asi que llegé la necesidad del estudio de sus propiedades
basdndose en la secuencia nucleotidica del gen que codifica para ésta. Por ello se
utiliza més a menudo el genotipo P en la clasificacién. Se ha identificado hasta la
techa 26 genotipos P [227. Al contrario de los serotipo G algunos serotipo P
comprenden mas de un genotipo P. Todo esto ha llevado a una nomenclatura
consenso entre la mayorfa de autores para definir los serotipos de un determinado
aislado de Rotavirus. Se describe el G-tipo como G y el nimero de G-tipo, y el P-
tipo como P y el ntimero de serotipo y/o el niimero de genotipo correspondiente
entre corchetes. Por ejemplo, la cepa de rotavirus Bovino Lincoln serfa G6 P6[17].

1.1.6 Ciclo Replicativo

La mayoria de estudios del ciclo biolégico de Rotavirus se han llevado a cabo
utilizando monocapas celulares a partir de células de riién de mono y células
epiteliales intestinales polarizadas humanas, aun siendo los enterocitos
diferenciados del intestino delgado el tropismo celular natural de los Rotavirus. En
lineas generales, la mayoria de las cepas virales requieren la adicién de proteasas
exdgenas en el medio de cultivo para activar la infectividad del virus.

El Rotavirus inicia su ciclo de infeccién uniéndose a un receptor localizado en la
superficie celular. Luego de la unién al receptor, el virus penetra al interior de la
célula y pierde la capa externa, con lo cual se activa la transcripcién. Luego de la
unién a un receptor celular ocurren los siguientes pasos en un transcurso de tiempo
de 14 horas aproximadamente.

1. Adsorcién de las proteinas externas del viribn VP4 y VP7 a un receptor
celular.

2. Penetracién directa o por endocitosis.

3. La capa externa es removida como parte del proceso de entrada y permite
activar la transcripcion.

4. Produccién de los ARNm virales en el citoplasma por intermedio de las
DLPs.

5. Una vez el ARNm emerge de las DLPs, el ARN de polaridad positiva es
sintetizado por la ARN polimerasa viral. La funcién de los transcriptos es
doble: por un lado producir protefnas y, por otro lado, actuar de molde para
producir las cadenas negativas de ARN [217].
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6. Simultdneamente el ARNm es usado como molde para la traducciéon de 6
proteinas virales estructurales y 5 proteinas no estructurales.

7. Ensamblaje de la capa que contiene VP1, VP2, VP3 y 11 segmentos de ARN
simple hebra (ARNsh), formacién de agregados de DLPs en una estructura
electrodensa llamada viroplasma, en la cual también se encuentran otras
proteinas no estructurales como ser: NSP2 y NSP5.

8. Las células no tienen enzimas para replicar el ARNdc, por tanto, el virus
debe suministrar las enzimas necesarias. Una vez sintetizada la cadena negativa
queda asociada a la cadena positiva usada como molde. Los segmentos de
ARNdc se forman en el interior de las particulas virales inmaduras. No se ha
encontrado ARNdc o ARN monocadena de polaridad negativa libre en el
interior de las células infectadas.

9. Maduracion de los DLPs a TLPs:

a.  Glicosilacién de VP7 en el reticulo endoplasmético rugoso (RER),
NSP4 acttia como un receptor intracelular para DLPs.

b.  Envoltura transitoria de las particulas en el RER que contienen VP4
y VP7, adquiriendo las proteinas de la capside mas externa.

C. Remocién de la envoltura.

10. Liberaciéon de particulas infecciosas. Las células infectadas crecidas en
monocapa lisan para liberar la progenie viral. En el caso de enterocitos
polarizados, la replicacién viral altera la funcién celular y el virus es liberado
mediante un transporte vesicular que no muestra un efecto citopatico evidente

r237.
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1.2 ROTAVIRUS BOVINO

La diarrea neonatal es uno de los sindromes de enfermedades importantes que
afectan a los terneros en diferentes pafses del mundo y es una causa de importantes
pérdidas econémicas. La diarrea se define como una etiologia multifactorial
compleja, influida por factores infecciosos, nutricionales y ambientales, asi como
préacticas de manejos [24, 25, 26]. Entre estos factores, los agentes etiolégicos son
considerados agentes causantes de primer grado de este sindrome [25, 27]. El
Rotavirus Bovino (RVB) es uno de los principales agentes etiolégicos de estas
diarreas neonatales en bovinos y otras especies animales. [28, 29, 307].

En 1969, el RVB fue el primer rotavirus grupo A en ser aislado en cultivo celular,
que se caracteriz6, y que se confirmé como causa de diarrea en terneros [31, 327].
Estudios posteriores demostraron la amplia prevalencia de este virus en infecciones
en animales j6venes, incluyendo los terneros y cerdos, y su asociacién con el
complejo de la enfermedad diarreica en los animales menores a 1 mes de edad [837.

Con respecto a los serotipos y genotipos de las cepas de RVB pertenecientes al
grupo A podemos mencionar que los mas predominantes son para la glicoproteina
VP7: el serotipo G6 y el G10; para la proteina sensible a proteasas VP4: P6 [17,
P7[57, P8[11]. Estos serotipos al combinarse, corresponden con los genotipos
NCDV (neonatal calf diarrea virus), UK (United Kingdom) o B223 de cepas de
RBV respectivamente [347]. El serotipo G8 también es cominmente encontrado
entre las cepas de RVB [36, 377 y ha sido reportado en Europa y Japén [867].

La cepa de RVB, Wistar Calf 3 (WC3) la cual es la cepa de trabajo base de este
proyecto de tesis, fue aislada en 1981 a partir de un ternero con diarrea en la cuidad
de Chester, Pensilvania. Fue adaptada al crecimiento celular a través de 12 pases
consecutivos en células de rifién de mono verde africano, conocida como linea
VERO (CV-1), en el instituto Wistar, en Filadelfia (de alli proviene su nombre) por
H. Fred Clark [897. La misma pertenece al serogrupo A, subgrupo SGI y al sero -
genotipo G6 P7[57 [84, 9. Estudios realizados anteriormente, del anélisis
comparativos de la secuencia de aminoacidos deducida a partir de la secuencia
genética de la WC3, sugieren que la protefna VP4 de esta cepa, esta cercanamente
relacionada con el prototipo de P7[57] perteneciente a la cepa UK. Adicionalmente,
la proteina G del VP7 es muy similar a la G6 de las cepas NCDV y UK. Por otro
lado, la protefna NSP4 estd mds cercanamente relacionada con la cepa NCDV de
prototipo P diferente (P6[17), que con la cepa UK, la cual posee el mismo prototipo
P (P7[57) ala WC3s [34].
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1.2.1 Epidemiologia del RVB

El RVB estd presente en la mayorfa de los rebafios de ganado y por lo general
causa diarrea en los terneros desde las 12 horas post-parto hasta los 2 primeros
meses de vida y la edad de maxima susceptibilidad se registra entre los 2 y 19 dfas
de edad [387. La diarrea se desarrolla dentro de un corto periodo de incubacién
entre 18-24 horas posteriores a la inoculacién oral. Se caracteriza por heces acuosa
amarillenta, de olor caracteristico, no enterocolitica y no hemorrégica, que en casos
extremos y en combinacién con infecciones bacterianas secundarias puede llevar a
cuadros graves de deshidratacién y muerte. Otros sintomas clinicos pueden ser
depresién, anorexia y deshidratacién.

La enfermedad clinica en terneros de mas de un mes de edad es poco frecuente. Sin
embargo, re-infecciones periédicas asintomaticas con excrecién viral a través de las
heces durante varias semanas se produce en vacas y en vaquillonas, por lo que se
considera al animal adulto como fuente de infeccién principal para los recién
nacidos. Rotavirus tiene alta resistencia ambiental y con cada gramo de materia
tecal diarreica se eliminan unos 100.000 millones de particulas viricas. La edad del
animal, el estado inmunitario de la madre, categorfa de la madre (vaca o
vaquillona), la absorcién de anticuerpos calostrales, el grado de exposicién viral, la
temperatura ambiental y la presencia de otros enteropatégenos son factores que
influyen en la infeccién y su gravedad clinica de la enfermedad [887].

Una caracteristica epidemiolégica importante es que la proteccién contra la
enfermedad depende de la presencia de anticuerpos calostrales especificos en la luz
intestinal del neonato, el efecto protector del calostro dependerd del titulo de
anticuerpos que este posea y de la cantidad de este elemento que ha ingerido el
ternero en las primeras 24 horas de vida. La proteccién es contra la enfermedad
clinica y no necesariamente contra la infeccién [387.

Las pérdidas econémicas que se producen son debidas a la falta de peso, retraso del
crecimiento, y a una no bien determinada tasa de mortalidad. Los porcentajes de
mortalidad promedio oscilan desde el 8.6% en Francia y el 10% en Estados Unidos
sin embargo pueden superar el 10% en establecimientos individuales [407. Los altos
costos que implicarfan su tratamiento y control, se ha calculados unos 83.46 US$
por ternero por afo de perdidas [407].

Estudios realizados en el Instituto de Virologia del INTA en Argentina, durante
los afnos (1992-1999) indican que el RVB representan uno de los principales
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agentes etiolégico de enfermedades entéricas en terneros neonatos, alcanzando una
prevalencia del orden del 87% en rodeos de cria y del 74% en establecimientos de
tambo [877]. Una diferencia de la distribucién clara de los genotipos G y P tipo se
encontré segin el tipo de ganado. G6P[[57] fue la cepa prevalente en hatos de carne,
mientras que P[117 fue el predominante de tipo P en los hatos lecheros (71%),
asociadas en proporciones similares con G6 y G10 [417].

Con respecto a Uruguay son pocos los datos existentes referentes a la incidencia y
prevalencia de diarrea en terneros neonatales generada por RVB, asi como lo
relativo a las pérdidas econémicas que ocurren en la produccién ganadera debido a
esta enfermedad. Sin embargo recientemente se llevo a cabo un estudio realizado
por equipo de Virologia de la Facultad de Ciencias, el cual comprendia un
relevamiento a nivel epidemiolégico de las cepas circulantes en el pais en un
periodo de tiempo acorde con los brotes de RVB. Como resultado se detect6 por

primera vez en el pafs la circulacién de cepas de RVB con genotipos G6 P[117, y
G10P[117] [42].

1.2.2 Patogenicidad del RVB

Los virus entéricos que producen diarrea se pueden clasificar de acuerdo a sus sitios
de replicacién, vertical y longitudinal, en regiones el tracto intestinal [437. E1 RVB
y Coronavirus pertenece a los tipos de virus que infecta las células epiteliales de las
vellosidades, que por lo general no causan infecciones sistémicas. En contraste, los
virus como Parvorivus y Diarrea Viral Bovina (DVB) infectan principalmente los
enterocitos de las criptas y las células linfoides intestinales y por lo general causan
infecciones sistémicas [437].

El proceso por el cual un virus enteropatégenos como RVB causas lesiones
intestinales diarreicas puede explicarse por etapas [44]. La principal via de
trasmision, es la via fecal-oral, resultando en la infeccién directa de las células
epiteliales de la superficie de las vellosidades del intestino delgado a través de la
superficie luminal de los enterocitos maduros, seguido por la internalizacién de los
virus [45, 46]. Figura 2. Entre las explicaciones de este proceso de internalizacién,
se pueden mencionar el papel de los receptores celulares y las diferentes enzimas
intestinales sobre las células epiteliales enzimaticamente maduras de los bordes en
cepillo que constituyen las microvellosidades. Estas enzimas pueden ser necesarias
para la activaciéon viral o exposicidn de receptores por parte de la célula, de manera
similar a la necesidad de uso de enzimas como tripsina, quimiotripsina o
pancreatina para la replicacién del rotavirus in vitro [45, 46, en cultivo celular.
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Ademds, en el recién nacido, algunos virus pueden ser ingresado por via de la
pinocitosis durante el periodo de adsorcién de calostro en células epiteliales
inespecifica de las vellosidades [437]. Los virus infectan y destruyen las células
epiteliales de superficie de las vellosidades, resultando en la atrofia de las mismas.
Esto conduce al sindrome de mal absorcién tipica de estas infecciones virales
diarreicas.

El rotavirus infecta principalmente las células de la mitad apical de las vellosidades
(células més enzimaticamente maduras), lo que produce una leve y transitoria
diarrea (a diferencia del Coronavirus que produce una atrofia celular y una diarrea
més pronunciada). Las células epiteliales en las puntas de las vellosidades
constantemente estan siendo reemplazadas por células que proliferan en las criptas
y migran hacia los lados de las vellosidades. Las células cuboidales inmaduras y
secretorias de la cripta, son incapaces de cumplir con las funciones normales de
digestién y absorcién, por lo que disminuye el transporte de glucosa asociado al
sodio, se registran niveles anormalmente bajos de maltasa, sacarosa y lactasa. La
mayorfa de los individuos con gastroenteritis aguda por RVB padecen mala
absorcién de lactosa e intolerancia. La lactosa de la leche no digerida favorece el
desarrollo bacteriano y ejerce un efecto osmético que contribuye al desarrollo de la
diarrea. La lesion se regenera entre 4 a 6 dias después de instalada la diarrea. [407].
En los animales mas jévenes o en animales gnotobiéticos, es mas lenta reparacién
de atrofia de las vellosidades, lo que puede contribuir a la mayor susceptibilidad de
los recién nacidos a las diarreas virales. Los terneros suelen necesitar 2 a 3 semanas
para recuperarse y recobrar un ritmo de crecimiento normal. El aumento de la
frecuencia en la sustitucién de las células epiteliales de las vellosidades y la pérdida
de la capacidad de absorcién de macromoléculas como las inmunoglobulinas (Igs)
del calostro estan relacionadas con la edad, factores que pueden aumentar la
resistencia de los animales mas viejos a estos virus enteropatégenos [42].

La sustituciéon constante de células epiteliales de las vellosidades dafadas por
células originarias de la criptas, que ademds que son refractarios a los rotavirus
(47, 427, sugiere que en la mayorfa de los animales estas infecciones son auto-
limitadas, exceptos en aquellos casos donde la infeccién es multiple (Rotavirus y
DVB o parvorirus), donde la morbilidad y mortalidad de estos casos son
aumentados. La deteccién de varios virus de una sola muestra diarreicas de ternero
es comun [48, 49, 50, 437]. Propiedades tales como estabilidad a pH bajo (3 — 4) y
en presencia de enzimas proteoliticas permiten que estos virus funcionen bien en el
ambiente intestinal.
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Rotavirus en general se replican en la parte distal del intestino delgado [437. Sin
embargo estudios recientes observaron que la replicacién viral se extiende
uniformemente a lo largo de todo el intestino delgado afectando principalmente el
extremo proximal, en terneros muy j6évenes, mientras que los terneros de mas
edad (10 dias de nacido) presentaron la infeccién en la zona media y distal. Otro
hallazgo importante fue la deteccién de presencia de enterocitos infectados por
RVB en el ciego y el colon independientemente de la edad, indicando que la
infeccién puede extenderse al intestino grueso, al menos en Bovinos [407].

En cuanto al tropismo celular, las razones por las predilecciones para algunas
regiones del intestino no estan claras. Los factores fisiolégicos tales como las
concentraciones de enzimas diferentes, pH, y la presencia de sales biliares, pueden
jugar un papel importante. Factores inmunolégicos, tales como variaciones
regionales en las concentraciones locales anticuerpos, inmunidad mediada por
células o interferén también pueden influir en la replicacién viral intestinal [437.
Diferentes cepas de RVB pueden diferenciarse en el nivel de infeccién, en la
distribucién, y en la gravedad del dafio al intestino delgado.

En casos de infecciones con virus atenuado (vacunacién a virus vivo modificado) el
nimero de enterocitos afectados en mucho menor en comparacién con la cepa
parental virulenta, en un tiempo determinado, ademés que el nivel de alteracién del
enterocito no es suficiente para causar dafio a la mucosa afectada.

Por otro lado tenemos que la proteina NSP4 acttia en los estadios tempranos de la
infeccién viral, promoviendo la movilizacién de Ca?+ hacia el interior de los
enterocitos infectados con la consiguiente secrecién de fluidos que provoca la
alteracién del balance hidrico y electrolitico [407]. También se postula que la
infeccién por RV produce la activaciéon de terminales nerviosas en la pared
intestinal generando un aumento del peristaltismo y de la secrecién de agua
tomentando la diarrea acuosa [40].
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Rotavirus Infectando las
Vellosidades del Intestino Delgado

Malabsorcion

Invasion Viral IAtrofia Celular | Hiperplasia de | Remplazo por

las criptas enteroblastos

Figura 2. Diagrama esquemdtico de la invasion del virus a las vellosidades intestinales y su efecto en las
células infectadas., la muerte celular, y la atrofia, se puede observar la disminucién del tamafio de las
vellosidades y redondeamiento. Adaptado de: Desselberger, 2006 [517].

1.2.3 Inmunidad pasiva en el tracto intestinal en Terneros

El sistema inmune del ternero se forma en las fases tempranas del desarrollo fetal.
A pesar de que el periodo de gestacién del bovino es de 280 dias, se ha descrito que
los terneros fetales pueden responder al RVB al dia 73 de gestacién, ya para ese
tiempo se han formados érganos linfoides como el timo, la medula 6sea, bazo y los
nédulos linfaticos [527]. Asi que los linfocitos de la sangre fetal pueden responder a
los antigenos, asi como también los neutréfilos y el sistema de complemento, pero
esta capacidad se pierde temporalmente en el momento del parto, como resultado
de los altos niveles séricos de esteroides [527.

Por otro lado, el ternero al nacer posee niveles de gammaglobulinas muy bajas,
debido al tipo de placentacién de la especie, la cual se clasifica en sindesmocorial.
Este tipo de placenta no permite el paso de inmunoglobulinas maternas al feto
durante la gestacién como ocurre en otras especies (porcinos, caninos, primates
etc.), debido que el epitelio coriénico estd en contacto directo con los tejidos uterino
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[53, 527. En los animales con este tipo de placenta la adquisicién de la inmunidad
pasiva depende totalmente de los anticuerpos recibidos a través del calostro [527.

Este calostro contiene las secreciones de la glandula mamaria acumuladas durante
las dltimas semanas de gestacién, asi como proteinas transferidas activamente
desde la circulacién sanguinea bajo la influencia de los estrégenos y progesterona

[527].

Los bovinos poseen tres subclases de [gG: [gG1, IgG2 e IgG3. La IgG1 representa
alrededor del 80% de la IgG del suero y es la inmunoglobulina predominante en las
secreciones mamarias, a diferencia de otras especies como en los primates, donde
predominan las IgA [527. Todas las IgG, la mayoria de IgM y 40% de las IgA
preceden de la transferencia a partir de la sangre de la vaca en el calostro. Por el
contrario en la leche, solo 80% de la IgG y el 10% de las IgA tiene este origen, el
resto se produce localmente por el tejido linfoide de la ubre. El calostro bovino
también tiene cantidades significativas de Interleucina (IL) 1B, IL-6, factor de
necrosis tumoral o e Interferén y. Se ha informado que estas moléculas poseen
propiedades inmunomoduladoras que influyen en la inmunidad neonatal,
estimulando la produccién de citoquinas, proliferacién de las células B proliferacion,
la promocién y maduracién de la respuesta inmune de la mucosa neonatal [54, 55 .

La cantidad promedio de calostro que ingiere un ternero es de 2 litros diarios. Las
inmunoglobulinas calostrales se absorben en el intestino delgado por el proceso de
micropinocitosis en las células cilindricas del epitelio, su transporte y absorcién de
a través del enterocito se lleva a cabo por medio de vacuolas que llegan a los vasos
linfaticos, de ahi pasan al conducto tordcico y posteriormente a la sangre. El
periodo maximo de absorcién de inmunoglobulinas calostrales se produce durante
las primeras 6 a 8 horas de vida. Ya 24 horas post nacimiento las células epiteliales
de tipo fetal han sido reemplazadas en su totalidad por células incapaces de
absorber inmunoglobulinas. La desaparicién de la permeabilidad intestinal a las
inmunoglobulinas calostrales se acelera después de 12 horas de nacido. Junto con
las inmunoglobulinas se absorben otra serie de protefnas como las globulinas
séricas bovinas, albimina, polisacaridos de alto peso moléculas, vitaminas,
minerales y otros constituyentes del calostro. En bovino a diferencia de otras
especies, la absorcién de Igs no es selectiva, todas Igs calotrales son absorbidas. En
general la IgA es la inmunoglobulina que se encarga de los mecanismos de defensa
de las mucosas, pero los niveles de IgA sintetizadas en la gldndula mamaria son
muy bajos por lo que esta funcién la desempena la IgG. Por ende, la IgG es
considerada la més importante en la inmunizacién pasiva de los terneros [56 .
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El calostro puede aportar a través de la inmunidad pasiva niveles de IgG séricas
aproximados a los que se encuentran en el adulto. Un buen calostro tendrd una
concentracién de anticuerpos de 50 a 123 mg/mL, y donde la concentracién ideal
de inmunoglobulinas debe ser de 80 mg/mL para asegurar la adecuada
transferencia pasiva [537].

Por otro lado el calostro también contiene linfocitos. Para el calostro bovino se ha
calculado la presencia de 1 x10* linfocitos/mL de los cuales la mitad son linfocitos
T. Estas células pueden sobrevivir hasta 36 horas en el intestino de los terneros
recién nacidos y algunos penetran la pared intestinal a través del epitelio de las
placas de Peyer y llegar hasta los nédulos linfaticos mesentéricos [527]. Se ha
demostrado claramente que la ingestiéon de leucocitos calostrales maternos
inmediatamente tras el nacimiento, estimula el desarrollo del sistema inmune del
recién nacido. Por el contrario en la leche generalmente, hay muy pocos leucocitos,
otro motivo que se suma a la importancia del consumo de calostro por parte del
ternero neonato.

Las Fallas en la transferencia pasiva, puede ser causada por factores como calostro
de baja calidad, falta de instinto materno, mala conformacién de la glandula
mamaria, debilidad, hipotermia o traumatismos en el ternero, factores que
provoquen estrés en la madre y el feto como la aplicacién de corticosteroides de
acciéon prolongada para inducir el parto, terneros prematuros, temperaturas
ambientales marcadas [527. La prevencién de infecciones localizadas en tracto
intestinal, requieren de la presencia de suficientes niveles de anticuerpos en el sitio
de unién, replicacién e invasién del patégeno (luz intestinal). Por ello una
transferencia 6ptima de la inmunidad pasiva, desempeiia un papel fundamental en la
proteccién y prevencién contra esta enfermedad.

En terneros con niveles séricos elevados de IgG1, el curso clinico de la diarrea
como respuesta a un desatio con RVB, es significativamente menor en comparacién
con terneros con bajos niveles de IgG1 en suero [587. Por otra parte, se ha
observado una correlacién inversamente proporcional entre el titulo de Ac
neutralizantes especificos contra RVB en suero adquiridos pasivamente y el
desarrollo de diarrea por RVB [587.

Los anticuerpos maternales ingeridos, contribuyen tanto en la inmunidad local
como en la inmunidad sistémica en bovinos. Esto es debido a que en esta especie no
ocurre el estricto efecto protector local en la luz intestinal de los anticuerpos
maternales, como ocurre en otras especies y en el humano [577]. Estudios en
terneros han sugerido que las IgG1 calostrales absorbidas, se movilizan desde el

16



Produccién v Evaluacién de una
Vacuna Inactivada contra RVB

suero y vuelven a la luz intestinal [60, 387, complementando el papel de los
anticuerpos de la leche en la inmunidad pasiva contra BRV. Se ha determinado [ 57,
59, 88, 607, que cuando los titulos de anticuerpo pasivos circulantes son altos en el
ternero, la transferencia de estos desde el suero al lumen intestinal es
suficientemente eficiente para mediar al menos una proteccién parcial contra la
diarrea por rotavirus. Este autor también indica que la principal via de eliminacién
de los IgG1 adquiridos pasivamente en terneros es la transferencia suero — luz
intestinal. Aproximadamente el 70 % de esta inmunoglobulina es eliminada por esta
ruta [57].

Cabe mencionar que la vacunaciéon de las hembras prenadas es uno de los
principales manejos para lograr alcanzar una adecuada inmunidad pasiva en los
terneros neonatos. Aparte de la vacunaciéon de las madres, existe otro manejo
sugerido para la prevencién de infecciones gastrointestinales como el RVB. Este se
basa en la administracién de leche suplementada con calostro inmune a RVB
proveniente de madres vacunadas con 2 o 3 dosis, durante los primeros 14 dias de
vida del ternero, ya que esta induce altas tasas de proteccién contra la diarrea
durante el periodo pico de susceptibilidad a la infeccién de BRV y una modulacién
positiva de la respuesta inmune neonatal hacia un mayor ntmero células
productoras de IgA y mayor diversidad de isotipo en la mucosa intestinal [84].

1.8 Vacunas Veterinarias Generalidades

La vacunacién contra las enfermedades infecciosas ha sido una préctica comin
durante mas de 200 afios y ha contribuido a disminuir el sufrimiento animal y las
pérdidas econémicas debido a las infecciones bacterianas y virales, mas que
cualquier otro tratamiento profilactico y acciones terapéuticas combinadas. Sin
embargo, a pesar del éxito, las enfermedades infecciosas contintian teniendo gran
importancia econémica en todas las dreas del mundo [577].

Las vacunas que se utilizan actualmente en el mercado se elaboran segin métodos
convencionales. Estos incluyen las vacunas vivas atenuadas que emplean cultivos
"In vitro" para seleccionar mutantes con reducida capacidad de causar enfermedad
pero que pueden aun replicarse de algiin modo en el animal. El mayor problema en
el desarrollo de vacunas atenuadas es el nivel de atenuacién y la potencial reversién
de la virulencia. Actualmente la atenuacién se logra por pasaje del agente "in vitro"
ya sea en presencia de agentes mutagénicos o bajo condiciones de cultivo diversas.
Luego de un nimero de pasajes las variantes generalmente se seleccionan segtn su
crecimiento en los medios de cultivo pero reduciendo la virulencia en el animal.
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Como estas vacunas pueden reproducirse "in vivo", es fundamental monitorear el
nivel de atenuacién. Una sobre atenuacién puede limitar la replicacién y en
consecuencia limitar la proteccién contra la cepa de desafio. En contraste, una baja
atenuacion puede resultar en enfermedad clinica.

Un segundo grupo de vacunas comerciales utilizadas hoy en dia son las vacunas
inactivadas, donde el patégeno de interés crece en grandes cantidades y luego se
inactiva por algtin método que previene la multiplicacién del mismo pero sin alterar
sus propiedades antigénicas. Cada una de estas vacunas tiene ventajas y
desventajas. Debido a esto, y a que ninguna de ellas es 100 % efectiva, es que se
hacen enormes esfuerzos para desarrollar nuevos productos, més seguros y eficaces.

Para las vacunas inactivadas, existen diferentes compuestos quimicos que se han
usado como inactivantes entre ellos se pueden mencionar el formaldehido, fenol,
Beta propiolactona, (BPL) etc. Tales compuesto han presentados ciertas
desventajas en proceso de inactivaciéon viral para vacunas veterinarias a lo largo de
la historia, por ejemplo el formaldehido no genera una reaccién de inactivacién
lineal y extensos periodos de proceso son requeridos. Ademés de esto los acidos
nucleicos permanecen funcionales, siendo factible una inactivacién viral incompleta.
La BPL es un compuesto de aziridina, el cual funciona a través de la alquilacién de
acidos nucleidos e inhibiendo la replicacién [617]. Estos tipos de compuestos son
también usados en terapia anti cancerigenas. Una de las principales desventajas
presentada por este compuesto fue reaccionar con varios aminodcidos, lo cual
podria afectar la inmunogenicidad de las proteinas de superficie y los epitopes
presentados.

Actualmente se estd usando inactivantes de primer orden, que ofrecen mayor
garantfa de inactivacién. Un inactivante de primer orden es aquel que presenta una
cinética de inactivaciéon constante durante todo el proceso, no es atectado ni por los
tiempos ni por los componentes del medio. Entre los inactivantes de primer orden
encontramos al (Etilenimina binaria) BEI [627].

El BET al igual que la BPL, es un compuesto de aziridina. A pesar que con el BEI se
puede observar cierta reaccién con las proteinas, el impacto sobre la conformacién
de los epitopes y su accesibilidad es sustancialmente menor que con los
tratamientos de BPL o formaldehido. Casi no existe efecto significativo sobre las
proteinas supertficiales de los virus [617].

Después de la inactivacién del organismo, se puede inactivar el propio BEI
mediante la adicién de un reactivo adecuado que convierta el BEI en una forma en
la que este se pueda manejar de forma inocua. Los ejemplos de agentes inactivantes

18



Produccién v Evaluacién de una
Vacuna Inactivada contra RVB

adecuados incluyen tiosulfato de sodio que inactiva el BEI mediante la apertura de
la estructura de anillo del compuesto y 4cido citrico. En ausencia de un ajuste
adicional, el pH del medio de cultivo tiende a hacerse mas 4cido en el tiempo.
Conforme a esto, el pH del medio de cultivo se debe a controlar continuamente
durante el proceso de inactivacién y mantener en el nivel ligeramente alcalino
deseado mediante la adicién de base adicional cuando se requiera.

Por otro lado, un problema general observado con el uso de vacunas inactivadas es
su incapacidad para provocar una respuesta inmune que sea suficiente para la
proteccién. Por consiguiente, las vacunas inactivadas son combinadas a menudo
con un adyuvante, un compuesto o composicién que sea capaz de aumentar la
respuesta inmune general o especifica en el sujeto vacunado. La administracién de
microorganismos inactivados, o componentes de los mismos, y el adyuvante
conduce a una respuesta inmune fuerte, eficaz y generalmente protectora. [617]. Un
adyuvante mejora principalmente los resultados de la respuesta inmune innata,
pero debido a los diversos mecanismos y vinculos que existen entre la respuesta
inmune innata y la adaptativa, esta mejora conlleva en si, a una mejora de la
respuesta inmune adaptativa en general. Se ha observado que los adyuvantes
pueden ejercer sus efectos aumentando la inmunidad en cinco actividades que son
las siguientes:

» En primer lugar, los adyuvantes ayudan al transporte de los antigenos a los
ganglios linfaticos donde pueden ser reconocidas por las células T. Esto
conlleva a una mayor actividad de las células T, resultado una mayor
eliminacién de patégenos en el organismo.

» En segundo lugar, los adyuvantes proporcionan proteccién fisica a los
antigenos, lo que garantiza la liberacién antigénica por tiempo prolongado
al organismo, lo que permite que el sistema inmunolégico se haga mds
eficiente, ya que utiliza el tiempo adicional para aumentar la produccién de
células B y T necesarias para mejorar la memoria inmunolégica en la
respuesta inmune adaptativa.

» En tercer lugar los adyuvantes, provocan un proceso inflamatorio y activan
celulas presentadoras que liberan citoquinas y mejoran la presentacién de los
antigenos vaccinales a las células T

» En cuarto lugar, inducen la liberacién de citoqunas proinflamatorias
producidas por las celulas presentadoras activadas lo que produce un buen
reclutamiento de células efectoras B y T. También favorece al aumento de
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los acontecimientos de la transcripcién que conducen a un aumento neto de
las células inmunes en su conjunto.

» Por tltimo, los adyuvantes se cree que aumentan la respuesta inmune innata
contra el antigeno mediante la interaccién con los receptores de
reconocimiento de patrones (RRP), especificamente los receptores tipo Toll
(TLR), en las células del sistema inmunitario innato [65].

Los adyuvantes més ampliamente utilizados en las vacunas veterinarias son las
emulsiones de aceite mineral y los adsorbentes (hidréxido y fosfato de aluminio).
Los primeros estudios acerca del modo de accién de los adyuvantes de aluminio,
evidenciaron la formacién de un depésito en el sitio de la inyeccién, donde el
antigeno es liberado lentamente. Investigaciones mas recientes sugieren que el
antigeno soluble atrapado en el gel permite prolongar el tiempo de interaccién
entre él, las células presentadoras de antigenos (CPA) y los linfocitos. El
mecanismo de accién también abarca la estimulacién de células inmunocompetentes
a través de la activacién del complemento, la induccién de eosinofilia en el sitio de
inyeccién la activacion de macréfagos y la toma eficiente de particulas de antigeno
por las CPA dada su naturaleza particulada y su tamaiio inferior a 10 mm. El
hidréxido de aluminio es el Gnico adyuvante permitido en vacunas humanas [64.

Aunque los efectos colaterales son relativamente pocos, entre las limitaciones se
encuentran: la generacién de reacciones locales, la produccién de anticuerpos de
tipo IgE y la falta de efectividad para algunos antigenos [637].

Con respecto a lo adjuvantes oleosos, estos permite la liberacién y degradacién mas
lenta del antigeno al localizarlo en el sitio de inoculacién. Esta localizacién del
antigeno, induce una reaccién inflamatoria que a su vez promueve su retencién. La
absorciéon retardada del mismo hace que esté disponible para estimular el sistema
inmune durante més tiempo, aumentando la respuesta de anticuerpos como
resultado de estimulaciones secundarias sucesivas. Se obtiene asi una alta
concentracién de anticuerpos durante un lapso mas extendido. Existen varios tipos
de emulsiones, aceite en agua o agua en aceite, y la doble emulsién.

Generalmente, las emulsiones agua en aceite (Water/oil, W/O) se recomienda para
los bovinos, pequefios rumiantes, aves de corral y peces cuando se requiere
inmunidad a largo plazo. En el caso de la fiebre aftosa, emulsiones en base de aceite
mineral puede proteger a los bovinos 1 afio con una sola vacunacién, mientras que
las formulaciones sobre la base de hidroxido de aluminio requieren dos o mas
revacunaciones. La W/O permite la reduccién de la dosis vacunal o la reduccién de
la concentracién del antigeno, lo cual es importante por la rentabilidad que deben
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tener las vacunas. También puede aumentar la respuesta inmunitaria celular.
Diversos estudios de vacunacién en ratones contra virus, bacterias u antigenos
parasitarios, han demostrado que la emulsion W/O induce mayores niveles de
anticuerpos IgG2a que otros tipo de emulsiones. Por Gltimo, la emulsién W/O es
capaz de inducir una respuesta protectora de células T citotéxicas [64].

Las emulsiones de aceite mineral, especialmente las del tipo agua en aceite, si bien
inducen una fuerte respuesta inmune, pueden provocar riesgos y efectos no
deseados, a causa posiblemente de su limitada biodegradabilidad y
biocompatibilidad. Pueden dar lugar a inflamacién local y reacciones
granulomatosas en el sitio de la inyeccién. Si se utiliza incorrectamente o en
exceso puede causar efectos secundarios significativos, como la inflamacién crénica,
ulceracion de la piel, absceso local o desprendimiento de tejidos. Acciones como
utilizacién de una técnica estéril en la preparaciéon de la mezcla adyuvante
antigeno; b) la preparaciéon aséptica del sitio de la inyeccién; c¢) apropiados técnica
de inyeccién; d) seleccién apropiada de las vias y los sitios de la administracién, e)
y el uso de volimenes mas pequefios en cada lugar de la inyeccién han sido eficaces
en la eliminacion de las complicaciones post-vacunacién mencionadas
anteriormente.

1.3.1 Vacunacion contra RVB

Debido a la infeccién por RVB se localiza principalmente en el intestino delgado de
terneros neonatos, las estrategias de vacunacién se han centrado en métodos para
induccién de inmunidad activa o pasiva en el intestino de animales susceptibles [66,
67, 68, 697].

Se han desarrollado dos estrategias para prevenir la diarrea por RVB en terneros
Jovenes.

» La primera estrategia se bas6 en la estimulacién de la inmunidad activa a
través de la administracién oral de vacunas vivas a virus modificados en
terneros recién nacidos [66, 70 387. Investigaciones posteriores sugirien
que bajo condiciones de campo, este tipo de estrategia vacunal tuvo fallas
debido a la interferencia del desarrollo de la inmunidad activa por la
presencia de anticuerpos maternales en los terneros [71, 70, 387, ya que
estos Interfieren principalmente con la replicaciéon de la cepa vacunal, lo que
se traduce al final en inhibicién de la respuesta inmune activa, incluso en
concentraciones bajas, estos anticuerpos maternales bloquean eficientemente
esta respuesta [527. La infeccién natural de las vacas con RVB en campo,
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logra que estas puedan administrar ciertos niveles de anticuerpos anti RVB
en calostro.

En resumen la presencia de estos anticuerpos en las madres y el grado de
atenuacién del virus necesarios para asegurar inocuidad de la vacuna a virus
vivos en los recién nacidos, limitaron la viabilidad de esta estrategia. Un
problema adicional es que los recién nacidos pueden estar expuestos a una
cepa de campo virulenta de BRV antes de que la respuesta inmune
protectora puede ser inducida por la vacuna. A esto se suma la necesidad de
manejar y de vacunar a cada animal poco después de la natalidad lo que
representa problemas de manejo en grandes hatos de produccién de carne.

» La segunda estrategia es la vacunacién parenteral de vacas prefiadas para
inducir inmunidad pasiva en los terneros [387]. La vacunacién parenteral de
madres vacunas, representa un enfoque légico para impulsar los de
anticuerpos en las secreciones mamarias y por tanto, estimular la secrecién
prolongada de alto titulo de anticuerpos en la leche. Ya que la mayoria de los
animales adultos tienen anticuerpos anti-rotavirus, adquiridos mediante la
inmunizacién natural, por lo que la vacunacién facilita la estimulacién
inmunogénica contra RVB [72,787, ya sea tanto de las cepas que circulan de
forma endémica en la regién, como estimulacién inmunogénica contra la
cepa vacunal [747]. Bajo circunstancias ideales, un ternero podra convertir la
infeccién por RVB en subclinica mientras este bajo la influencia protectora
de anticuerpos pasivos y mientras se desarrolla su inmunidad activa, la cual
previene las enfermedades graves posteriores. Sin embargo, el equilibrio
entre la inmunidad pasiva y el desarrollo de la enfermedad ha sido
interrumpida por muchos aspectos de los sistemas intensivos de produccién
animal, como puede ser la exposicién de los terneros a dosis altas de virus en
ambiente limitados y contaminados, el suministro de suplementos a los
terneros a una edad temprana, el destete precoz. Todos estos factores
mencionados anteriormente coinciden en una disminucién de la
administracién de los titulos de anticuerpos contra RVB durante el periodo
de lactancia [38, 57 .

» En 1973, Mebus y colaboradores [667, fueron los primeros en informar
aumento de titulos de anticuerpos séricos contra RVB en vacas prefadas
después de la vacunacién por via subcutdnea (SC) o intramuscular (IM) con
la cepa RVB NCDV G6P[ 17, inactivada con formaldehido.
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Son numerosos los estudios que se han realizado hasta la fecha sobre este tema,
entre las observaciones mas resaltantes podemos mencionar:

» La eficacia vacunal puede ser variable y estd influenciada por numerosos
factores relacionados con el huésped, la vacuna y el proceso de vacunacién
[577]: La Importancia de la via de vacunacién en la madre prefiada: Estudios
posteriores a los realizados por Mebus y colaboradores [627, confirmaron
lo reportado por el autor [69, 76, 77, 787]. Los Titulos de anticuerpos contra
el RVB aumentaban significativamente en suero o secrecién mamaria
después de la vacunacién via parenteral, (IM o SC) con vacunas inactivadas
con adjuvantes o vacunas a virus vivo modificado.

» También podemos observar a través del estudio realizado por Saif 'y
colaboradores, 198559, 68 69, 71 como la via de administracién de la
vacuna influye en la repuesta inmunolégica. Ellos describen un método
6ptimo de vacunacién de vacas prefiadas con la cepa RVB NCDV G6P[17]
para potenciar los titulos de anticuerpos en secreciones mamaria en vacas
vacunadas a nivel IM e intramamario (IMM) con vacunas a virus vivo
modificado o vacuna inactivadas con etilenimina binaria (BEI) en adyuvante
incompleto de Freund (IFA). Como resultados obtuvieron un marcado
aumento en los titulos de IgG1 en calostros, asf como un aumento aunque
més moderado de los otros isotipo de inmunoglobulinas. Otro hallazgo de
importancia fue que estos titulos de anticuerpos se mantuvieron
significativamente elevados en la leche (en comparacién con los controles)
durante por lo menos 30 dias después del parto. Ellos plantearon que la
introduccién del antigeno por dos vias de inoculacién diferente se tradujo
una mayor expansiéon de células sensibles a RVB en la glandula mamaria.
Como desventaja se presenta que a pesar que la inmunizacién IMM puede
ser aplicables en las vacas lecheras, especialmente durante el periodo de
secado, este manejo es poco practico en el ganado de carne.

» La importancia del uso de adjuvantes: La incorporacién de adjuvantes llevan
a mayores los titulos de anticuerpos contra RVB en calostro asociados
principalmente con IgG1, donde vacunas sin adyuvante alguno no lograr
alcanzar tales niveles de anticuerpos calostrales [387].

» Importancia de la dosis vacunal y el tipo de vacuna: Tanto el titulo viral o la
dosis vacunal asi como el tipo de vacunas virus vivo modificado o
inactivadas, influyen en la repuesta inmunitaria del animal Saif y Smith,
1985 [437], demostraron que una dosis de 1 x 10® Unidades formadoras de
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placa (UFP) de vacuna a virus vivo modificado (VVM) de la cepa NCDV,
(10.000 veces mayor que el titulo de rotavirus de vacunas comerciales) tuvo
mejor repuesta de las respuestas de anticuerpos calostrales, contra RVB en
secreciones mamarias. Ademas, al considerar esta dosis de virus éptima, para
vacuna a VVM, en el uso de vacunas inactivadas puede ser necesario el uso
de un titulo viral mas alto para lograr el mismo efecto que la a VVM debido
a la antigenicidad de algunas protefnas virales pueden ser destruidas en el
proceso de inactivacion.

» Importancia de los diferentes tipos de inactivantes usados: en vacunas
inactivadas el tipo de inactivante puede influir en la respuesta inmune, asf
tenemos diferencias en la respuesta de anticuerpos a vacunas inactivadas con
BEI frente a vacunas inactivada con B-propiolactona (BPL) o formaldehido.
El BEI al ser un inactivante de primer orden es muy superior a estos dos
ultimos. Estudios encontraron que los titulos anticuerpos calostrales fueron
unas 10 veces mayor en secreciones mamarias de las vacas inmunizadas con
rotavirus inactivado con BEI en comparacién con las vacunadas con
rotavirus inactivado con BPL [437].

» El papel de los anticuerpos a nivel de proteccién pasiva de los terneros frente
al desafio con una cepa heteréloga no esta claro. Varios investigadores [ 74
807 demostraron que las vacas inmunizadas con un serotipo de Rotavirus
desarrollaron un aumento en el suero del titulo de anticuerpos
neutralizantes (NA) contra la cepa de la inmunizacién y para otros serotipos
para los que tenfan titulos de NA antes de la vacunacién. Es por esto que en
el proceso de vacunacién es importante previamente conocer los genotipos
de Rotavirus Bovinos que circulan en los establecimientos de cria y de tambo
de la regioén, para la elaboracién de una vacuna acorde con las exigencias. Se
ha demostrado que a nivel de NA de cobayos es muy poca o no existe
proteccién cruzada entre diferentes genotipos de RVB [817]. En bovinos se
ha demostrado a través de estudios en terneros gnotobibticos, que solo
existe proteccién cruzada entre Rotavirus de un mismo serotipo y que con la
menor diferencia entre serotipos, es suficiente para que el ternero muestre
poca proteccién cruzada [837.

» El ntimero de dosis vacunales que se aplica a la hembra prefiada es también
de vital importancia. Hay que tomar en cuenta que pocas inmunizaciones en
hembras jévenes puede llegar a no ser suficiente para lograr una adecuada
proteccién inmunolégica contra RVB, ya que la edad de la madre y el
nimero de parto influyen en el nivel y la calidad de calostrado que le
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ofrecera esta al ternero. Esto se pudo demostrar en estudios anteriores [[72,
837 donde la eficacia (como lo demuestra una disminucién de la morbilidad
y la mortalidad de la diarrea por RVB) de una vacuna inactivada G6 fue
demostrada en hatos de carne y hatos tipo tambo, en dos grandes ensayos
de campo realizados en Argentina. En el rebafio de ensayo I, hubo una
disminucién progresiva de la prevalencia, de la mortalidad y la morbilidad
por diarrea se observé después de tres afios sucesivos de la vacunacién. Con
Dosis repetitivas de BRV vacuna también redujo la cantidad y la duracién de
la excrecién del virus por los terneros en el campo, reduciendo efectivamente
el general los niveles de exposicién en el rebafio a BRV [837]. De interés, sin
embargo, que los terneros nacidos de BRV vacunados novillas (primiparas)
tuvieron una mayor prevalencia y morbilidad por diarrea por BRYV,
comparados con los terneros nacidos de vacas multiparas vacunados. Por lo
tanto, los terneros nacidos de las novillas puede ser un reservorio para
infecciones por BRV en un rebafo cerrado, un procedimiento mas eficaz
consta de refuerzos frecuentes o mayores dosis de vacunas, para las novillas.
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2.1 HIPOTESIS:

Considerando los antecedentes sobre el desarrollo de vacunas contra RBV, nos

planteamos la hipétesis de la viabilidad de la primera produccién para Uruguay de

una vacuna inactivada contra RVB empleando una cepa de referencia (WC3) que

alcance el limite de potencia satisfactorio independientemente del tipo de la

formulacién y de adyuvante utilizado.

2.2 OBJETIVO GENERAL:

Elaboracién de formulaciones diferentes de una vacuna inactivada contra
Rotavirus Bovino con la cepa WC3 (Wistar Calf 8) G6 P[5 y la evaluacién
de la eficacia de cada una de ellas, usando como modelo biolégico la especie

cobayo, a través de criterios de evaluacién de potencia previamente

establecidos en Argentina.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1

2.2.2

2.2.3

Produccion de Vacuna Inactivada contra Rotavirus Bovino
monovalente y polivalente, con adyuvantes de tipo Acuosos y
Oleosos

Desarrollo de método para la deteccion de Rotavirus en las
muestras de vacuna inactivada basado en la técnica de ELISA y
desarrollo de métodos para la deteccién de Anticuerpos isotipo
IgG y neutralizantes anti Rotavirus en las muestras de cobayos
y bovinos basado en la técnica de ELISA y de
Seroneutralizacién.

Estudio de la reaccién cruzada entre cepas homologas a la
WCs (INDIANA G6P[5]) y cepas heterdlogas (B223 G10
P[117) a partir de los sueros de cobayos vacunados mediante la
técnica de Seroneutralizacion.
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2.2.4

Evaluar los titulos de anticuerpos en los sueros de cobayos
obtenidos y analizar si cumplen con los criterios de proteccién
previamente establecidos, a través de la correlacién entre
titulos de anticuerpos en suero de cobayos y titulos de
anticuerpos en bovino, como método para verificar la potencia
vacunal.
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3.1 VIRUS Y CELULAS

3.1.1Virus

En el desarrollo de esta tesis se utilizd exclusivamente virus perteneciente al
género Rotavirus més especificamente Rotavirus que afectan a las especies bovinas.
Se utiliz6 como cepa vacunal, la cepa de Rotavirus bovino (RVB) WC3, la cual fue
adquirida en el banco de células de la American Type Culture Collection (ATCC,
VR-2101). Esta cepa pertenece al serogrupo A posee un genotipo G6P[57]. Como
cepa homologa se utiliz6é la cepa INDIANA la cual posee un genotipo G6P[5]
igual al de la WC3. Como cepa heterdloga se utiliz6 la cepa B223, que posee un
genotipo G10P[117]. Ambas cepas fueron cedidas por la Dra. Viviana Parrefio -
seccion de Virus Entéricos, Instituto de Virologia del INTA - Argentina.

3.1.2 Linea Celular

Se utilizé la linea celular MA 104 provenientes de células epiteliales de rifién fetal
de mono Rhesus Cercopithecus aethiops (ATCC CRL-2378) que son permisivas a la
infeccién por Rotavirus. Estas células son cultivadas en medio Minimo de Eagle
(MEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) a 87°C y atmosfera de
CO2 al 5%.

3.2 MULTIPLICACION DEL VIRUS

La inoculacién del virus se realiza una vez que la monocapa celular esta confluente
y posee entre 24 a 48 horas de incubacién ya que se encuentra en la fase de
crecimiento exponencial. Se utiliza una multiplicidad de infeccién (MOI) baja, entre
0.1 y 0.01 particulas virales por célula asegurando que durante la amplificacién se
preserve la integridad genética viral y evitando la acumulacién de particulas
defectivas interferentes las cuales deprimen el rendimiento de la progenie viral
infecciosa.

Todas las suspensiones de la cepa WC3 a inocular fueron previamente incubadas
con tripsina bovina, 10 ug/mL durante 30 minutos a 87°C. La tripsina induce
cambios estructurales sobre la proteina VP4, mediante el corte de la secuencia de
aminodcidos en la regién 241-247 con produccién de las protefnas VP8 y VP35, lo
cual se refleja en un aumento de la infectividad del Rotavirus [20, 85,867].

Una vez pasado el periodo de adsorcién viral (una hora de incubacién del inéculo
con las células) se retira el mismo, y se coloca medio MEM sin SFB y con una
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concentracion de tripsina de 5 ng/mlL, para la activacién proteolitica de los nuevos
de viriones producidos.

Al momento de la cosecha se congela y descongela la monocapa infectada, se
recupera el medio post-infeccién con restos celulares y se clarifica mediante
centrifugaciéon a 2500 RPM durante 15 minutos. Posteriormente se almacena la
suspensién virica a -80°C.

Para la multiplicacién viral de las cepas INDIANA y B223, se utiliz6 el mismo
protocolo anterior con la excepcién de que se utilizé la enzima proteolitica
pancreatina en lugar de tripsina, a una concentracién de 50 pg/mL para la previa
activacién del virus antes de la inoculacién y una concentracién de pancreatina a

25 pg/mL en el medio post-infeccion.

3.3 TITULACION VIRAL

3.3.1 Titulacién por Désis Infectiva 50.

La cuantificacién del titulo virico infeccioso de suspensiones de RVB se realiz6 por
el método de Reed y Muench [877, y fue expresado mediante dosis infectiva tejido
celularso/mL (DITCs) [887. Se utilizaron monocapas celulares de la linea celular
MA104 crecidas en placas de 96 pocillos. Para ello se sembraron 100 pl. de una
suspensién celular cuya concentracién oscilaba entre 1.8 x10* y 2x10* células/mL.
Una vez la monocapa celular alcanzaba la completa confluencia, entre 24 y 48 horas
de sembradas, se retira el medio de crecimiento y se realiza dos lavados a las
monocapas celulares con un medio MEM sin SFB. Se realiza la activacién de la
suspensién virica a inocular con la enzima proteolitica correspondiente como se
detall6 anteriormente. Posteriormente se inocula 100 UL de diluciones seriadas en
base a 10, de la suspensién virica a cuantificar en cada uno de los pocillos a razén de
un minimo de 5 réplicas por dilucién ensayada. Una vez realizada la adsorcién viral
y la adicién del medio post-infeccién, se incuba a 37°C al 5% de CO.. Después de 5
a 6 dias de incubacién se realiza la lectura de la placa determinando la presencia de
efecto citopatico celular en cada uno de los pocillos.
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3.3.2 Titulacion mediante Inmunofluorescencia Directa.

Se realiz6 la titulacién empleando la técnica de deteccién por Inmunofluorescencia
897, que permite cuantificar por unidades formadoras de focos fluorescentes
(UFF). Esta es la técnica principal de titulaciéon viral utilizada en la seccién de
Virus Entéricos, Instituto de Virologia del INTA — Argentina, nuestro principal
laboratorio de referencia.

Este método se basa en la deteccién de proteinas virales en las células infectadas a
través del uso de un anticuerpo policlonal anti-Rotavirus conjugado con
fluoresceina. Para ello se prepararon monocapas celulares de MA104 como se
describi6 anteriormente en 3.3.1. A las 24 horas de sembradas se infectaron con de
100 ML de diluciones seriadas en base a 10, de la suspensién virica a cuantificar en
cada uno de los pocillos a razén de 2 réplicas por dilucién ensayada. Luego de la
adsorcién virica y posterior retiro del inoculo y adicién de medio post-infeccién, se
incuba durante 48 horas. Pasado este tiempo, se fijan las células con acetona al 70%,
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se deja secar a temperatura ambiente
entre 30 a 45 minutos. Posteriormente se coloca el anticuerpo policlonal anti-
Rotavirus realizado en cabra y conjugado con isotiocianto de fluoresceina (Pierce
PA1-73014), el cual es diluido a una relacién 1/150 en solucién de Azul de Evans.
Se incuban las placas a 37°C a 5% de CO2, durante 60 minutos, se realizan 2
lavados con PBS y se procede a leer la placa en microscopio de
inmunofluorescencia. Se registra el nimero de UFF por dilucién y se calcula el

titulo viral, el cual es expresado como unidades formadoras de focos fluorescentes
por mililitro (UFF/mL).
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3.4 GENOTIFICACION DE CEPAS VIRALES

3.4.1 Genotipado de la proteinas VP7 (genotipo G) y de VP4 (genotipo
[P7]) mediante RT- PCR Heminested Multiplex

En primer lugar se realiz6 una extraccién del ARN viral con TRIZOL LS®
siguiendo las instrucciones del fabricante, a partir del sobrenadante de cultivos. Se

inicia con 200 UL del sobrenadante clarificado.

Para la primera amplificacién se realizé una RT-PCR en una sola reaccién. Para la
retrotranscripciéon se empleé la enzima Superscript II (Invitrogen) y la Taq Pol
(Invitrogen) para la PCR, siguiendo el protocolo propuesto por el proveedor. Se
emplearon por un lado para VP7 los oligonucle6tidos Beg9 y End9 que permiten
amplificar el gen completo de VP7 (1062pb) (907 y por otro lado para VP4 los
oligonucleétidos Consdg y Con2d que amplifican un segmento del gen de esta
proteina. (876pb) [917].

Brevemente, primero se preincuba el molde de ARN (8uL) con una mezcla
equimolar de ambos oligonucleétidos (2uM) a 95°C durante 5 minutos y luego hielo
por 5 minutos. Posteriormente se prepara junto con el respectivo Buffer Tris-HCL
(20mM, pH 8.4), KCL (50mM) y MgCl, (1.5mM), segtn lo indica el fabricante. Se
alcanza un volumen final de 50uL, agregando la mezcla de dNTPs (0.2mM), los
oligonucleétidos (0.1uM), DTT (50mM) y agua. El ciclado se llevé a cabo en
Termociclador (Thermo) del siguiente modo: RT; (42°C) por 60min, desactivacién
(72°C) 15 min; PCR; 30 ciclos de: desnaturalizaciéon (94°C) 1 minuto, hibridacién
(42 °C) 2 minuto y polimerizacién (72°C) 1 minutos. Por ultimo 72 °C por 7
minutos.

Posteriormente en una reaccién de PCR - Heminested Multiplex, se amplificé6 un
tragmento concreto del gen mediante oligonucleétidos especificos de genotipo de la
regién hipervariable del gen [90, 927. Asi, se utiliz6 un cebador comin a todos
ellos y uno especifico para cada uno de los genotipos de interés que generaron un
tamafio exclusivo de cada genotipo (ver Tabla 2, Figuras 3 y 4). Para ello se utiliz6
la enzima Taq Pol (Invitrogen), junto con: MgCl2 (1.5mM), Buffer Tris-HCL
(2omM, pH 8.4), KCL (50mM), dN'TPs (0.2mM) y el grupo de oligonucle6tidos
respectivo (0.2uM) cada uno y se llevé a un volumen final de 50puL . Ciclado: (94°C)
2 min; 30 ciclos de: desnaturalizacién (94°C) 80 segundo, hibridacién (42 °C) 30
segundo y polimerizacién (72°C) 45 segundo. Por ultimo 72 ® C por 7 minutos.

Con el fin de observar los productos obtenidos en la segunda PCR, se realizaron
corridas electroforéticas en geles de agarosa al 2 % en buffer TAE 1X. Se
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sembraron en cada pocillo 10 gL de los productos de PCR con 2 PL de buffer de
carga 6X EZ Vision® DNA Dye el cual permite la visualizacién de los fragmentos
amplificados de ADN mediante los UV. La corrida fue realizada por 80 minutos a
100 voltios. Se visualizaron las bandas mediante luz ultravioleta.

TABLA 2. Oligonucleétidos Utilizados para la Amplificacién y Tipificaciéon
de VP7y VP4 [92, 937].

Nombre y . Posicion Fragmento
] Secuencia o
polaridad nucleotidica Esperado
Beg (+) 5 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 3 1al28
1062pb
End (-) 5'GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 3° 1036 al 1062
Con 3(+) 5 TGGCTTCGCTCATTTATAGACA 3° 11 al32
876pb
Con2(-) 5 ATTTCGGACCATTTATAACC 3’ 887 al 868
G6(-) DT6 5'CTAGTTCCTGTGTAGAATC 3’ 499 al 481 500pb
G6 (-) N167 5 TATAAGCAGAAAGCTGTAA 3° 167 al 149 167pb
G6 (-) H167 5 AACGAATAAAAATCTGTAA 3° 167 al 149 167pb
G8(-) HT8 5'CGGTTCCGGATTAGACAC 37 273 al 256 274pb
G10(-) HT10 5'TTCAGCCGTTGCGACTTC 3’ 714 al 697 715pb
P[1](-) P1K 5" ACCAACGAACGCGGGGGTG3' 282 al 264 622pb
P[5](-) P5K 5'RCCAGGTGTCRCATCAGAG 3° 354 al 336 555pb
P[11])(-) PB223 5 AACGAATAAAAATCTGTAA 3° 594 al 574 314 pb
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FIGURA 3. Esquema del gen codificante de la glicoproteina VP7 y el lugar de unién de los diferentes
oligonucle6tidos que se utilizaron para el genotipado. También se muestran los tamafios resultantes

esperables del gen entero y para cada uno de los genotipos después de la amplificacién mediante PCR
Heminested Multiplex. Adaptado de Gouvea, 1990 [907.
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FIGURA 4. Esquema del gen codificante de la glicoproteina VP4 y el lugar de unién de los diferentes
cebadores que se utilizaron para el genotipado. También se muestran los tamarios resultantes esperables del

gen entero y para cada uno de los genotipos después de la amplificacién mediante PCR Heminested
Multiplex. Adaptado de Gouvea, 1994 [937].
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3.5 PRODUCCION INOCULO VIRAL VACUNAL

La produccién uniforme de vacunas de gran calidad, inocuas, potentes y eficaces
requiere procedimientos de garantia de calidad para asegurar la uniformidad y
consistencia del proceso de producciéon. Puesto que los procesos de produccién de
vacunas proporcionan una gran oportunidad para la variabilidad, se debe tener
cuidado en controlar ésta en la medida de lo posible, utilizando, preferiblemente,
procedimientos validados, y proteger el producto de la contaminacién a lo largo de
todas las etapas de produccién [947].

Entre los requisitos que se deben seguir en la elaboracién de vacunas veterinarias,
es relevante la obtencién de antigenos en cantidad suficiente para una producciéon
industrial, para ello se deben emplear sustratos celulares que tengan probada la
ausencia de contaminantes adventicios. Se recomienda el uso de los cultivos
celulares de linea que permitan contar con stocks de células controladas y que se
utilicen en la produccién uniforme de los lotes de vacuna. El sistema de bancos de
células y semillas garantiza una fuente constante de material de partida
caracterizado y controlado en su pureza e identidad. Debe probarse la ausencia de
contaminantes, tanto en las células stock, asi como las células de trabajo, en los
virus stock, en los antigenos producidos [947]. Los siguientes pasos de produccién
detallan esos requerimientos.

3.5.1 Produccidn del sistema de banco de células:

Una vez adquirida la linea celular continua MA104, (ATTC numero CRL-2378.1)
se procedi6 a generar el sistema de banco de células, el cual esta integrado por el

banco de células maestras (master cell bank, MCB) y el banco de células de trabajo
(working cell bank, WCB).

Para generar el MCB se tripsinizé el 2do pasaje de las replicacién iniciales de las
células MA104una vez recibida. El sobrenadante se centrifugé a 1500 RPM
durante 5 minutos y el sedimento celular se resuspendié en medio de congelacién
celular (suero fetal bovino al 10% de Dimetilsulféxido, DMSO) a una concentracién
de 5 x 10°¢ células/mL en diferentes crioviales. Los crioviales se almacenaron a -
80°C, para garantizar su estabilidad durante su almacenaje. De esta manera
generamos una coleccién de células MA104 de composicién uniforme derivada de
una fuente tnica, preparadas bajo condiciones de cultivo iguales.

Posteriormente se procedié a la obtencién del WCB para el cual se realizaron a
partir de un criovial del MCB dos pasajes en consecutivos para producir crioviales
en cantidades suficientes, ya que el WCB estd destinado a ser utilizado en la
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produccién de cultivos celulares para la generacién de los antigenos vacunales. Si
las células de mas de un criovial de WCB eran utilizadas, las suspensiones celulares
se mezclaban en el momento de la descongelacién. Figura 5.

3.5.2 Produccion del sistema de semilla viral:

Este sistema al igual que el sistema de banco de células, estd compuesto por una
semilla viral maestra (master viral seed, MVS) y una semilla viral de trabajo
(working viral seed, WVS). E1 MVS fue generado a partir del 6% pasaje de la cepa de
RVB WC3, adquirida a través de ATCC (numero VR-2101). Durante su
elaboraciéon se mantuvo las caracteristicas principales de un MVS, en cuanto a la
generacion de diferentes crioviales, procesado todo de la misma manera, en una sola
operacién, asegurando la uniformidad y evitando riesgo de contaminacién [957].
Figura 5. Los crioviales se almacenaron a -80°C, para garantizar la estabilidad
durante su almacenaje. Se obtuvieron a partir de la inoculacién de frascos de cultivo

de 80 cm? con 24 horas de sembrados con una monocapa celular proveniente de
WCB.

El WVS se gener6 a partir de pasajes continuos del MVS (séptimo pasaje), en
botellas tipo Roux. Figura 5. Se manejé y almacené en las mismas condiciones que
para el MVS. La MOI utilizada fue de 0.01 y la suspensién viral fue cosechada entre
el tercer y cuarto dia post-infeccién.

3.5.3 Produccion del Antigeno viral.

A partir del WVS se inocularon 14 frascos Roller con una superficie de 960 cm?, y
se colocaron en incubadora roller a 0.1 RPM, a 37°C. A partir de estos se pudo
obtener entre 2,8 a 3 litros de antigeno. Se utiliz6 una MOI de 0.05. Se cosecharon
a las 72 horas post-infeccién, con el 90% de la monocapa celular desprendida. No se
usé ni Penicilina ni otros Beta-lactdmicos en ninguna de las etapas de la
produccion.

3.5.4 Inactivacion del Antigeno Viral

Para este proceso se utiliz6 un inactivante de primer orden, el cual fue el BEIL. Este
se genera n situ anadiendo bromhidrato de 2- bromo etilamina (BEA). E1 BEA es
un soélido relativamente inerte pero bajo condiciones ligeramente alcalinas este se
cicla para formar BEI. De acuerdo con esto, en el momento de afadir BEA es
necesario ajustar el pH del cultivo a un valor ligeramente alcalino en el intervalo de
7,0 a aproximadamente 8,0 [957].
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Se preparé una solucién de bromhidrato de 2- bromo etilamina (BEA) al 0.1 M
aproximadamente y 0.2 N de hidréxido de sodio, se colocé a 37%c durante una hora
hasta formar BEI por ciclizacién. Para controlar que el pH se mantenga
ligeramente alcalino se coloca un indicador quimico de pH. Una vez formado el
BEI, se coloca la suspensién viral a una concentracién final de BEI 0.001M. El
proceso de inactivacién continué durante 24 horas a 37°C, bajo agitacién continua.
Después de inactivar la suspensién virica, se toma una muestra para realizar
control de inactivacién y comprobar su inocuidad. Posteriormente se agregé una
solucién de tiosulfato de sodio 1M a razén de 1% v/v de la suspensién virica para
neutralizar los residuos de BEI. Figura 5.

3.5.5 Controles de Esterilidad

Se realiz6 control de esterilidad, a todos los bancos generados, ya sean bancos de
células o de semillas virales garantizando que los mismos estuvieran libres de
agentes contaminantes como bacterias, hongos y otro agente adventicios [96].
También se realizé control de esterilidad a todos los reactivos utilizados para la
generacién de tales bancos (tripsina, suero fetal bovino, medios de cultivo), asf
como también a los antigenos inactivados y a la vacuna formulada. Figura 5.

Para ello se realizaron los siguientes procedimientos:

» Inoculacién del sustrato a controlar a una proporcién de 1:20, en medio de
Caldo de Tioglicolato y medio de cultivo Sabouraud, los cuales tienen la
capacidad de detectar presencia de bacterias tanto aerébicas como
anaerébicas y deteccion de levaduras y hongos respectivamente. Ambos
medios se incuban a 37°C y temperatura ambiente simultdneamente durante
15 dfas con revisién diaria para la observaciéon de cambios como turbidez,
cambio de color. No debe ocurrir crecimiento de microorganismo, en
ninguno de los cultivos.

» Para el descarte de Mycobacterium tuberculosis, se realiz6 andlisis por PCR a
partir de muestra de raspado de monocapa celular del MCB y de la
suspensién de células infectada con 6to pasaje de la cepa WC3 el cual fue
quien le dio origen al MVS (Pre-semilla maestra viral, PMVS) Se realizé la
técnica descrita por Kuppeveld y colaboradores, 1994 [977].

3.5.6 Controles Fenotipico y Genotipicos de la Cepa Viral Vacunal
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Se realiz6 una evaluacién fenotipica del sistema de semillas virales, observando
caracterfsticas como crecimiento en el sustrato de células de produccién y la
viabilidad de las suspensiones virales obtenidas durante el almacenamiento [967,
tanto para MVS como para WVS. Ademds, se observé la estabilidad del fenotipo
viral en pasajes subsiguientes, mds alld del nivel de pasaje utilizado en esta
produccién. Los pasajes empleados para calificar la semilla del virus es
generalmente de 5 a 10 pasajes mas del utilizado para la produccién de antigenos
[987. Figura 5.

Una evaluacién genotipica se realizé con la genotificacién de cepa vacunal WC3,
como se detalla en el punto 8.4y fue realizado a partir de PMVS.

También se realiz6 la respectiva valoracién de los titulos virales como se detalla en
el punto 38.3.1 tanto para MVS como para WVS.

3.5.7 Control de inocuidad del antigeno inactivado

A fin de asegurar de manera absoluta la ausencia de virus infectante en el antigeno
inactivado, se realiza la inoculacién de monocapas de la linea celular MA104
siguiendo el protocolo que se detalla en el punto 3.2. Se realizé 3 pasajes ciego de la
cosecha de la suspensién celular inicial obtenida, para la verificaciéon de la no
existencia de multiplicacién viral alguna. Se realizé 8 pasajes ciego para descartar
la posibilidad que en pasaje inicial pudiese haber multiplicacién viral y no observar
efecto citopatico por poca carga viral .

3.6 ADJUVANTES UTILIZADOS PARA LA FORMULACION DEL
ANTIGENO VACUNAL

Entre los factores que influyen en la seleccién de un adyuvante esta la especie
animal, el patégeno especifico, el tipo de antigeno de la vacuna, la via de la
vacunacién y el tipo de inmunidad que se necesita desarrollar. Para este estudio se
decidié utilizar los principales adyuvantes acuosos y oleosos, con las que son
producidas las vacunas para el ganado bovino.

Se realiz6é la formulacién del antigeno vacunal (antigeno viral inactivado) con 2
adyuvantes, uno acuoso (hidréxido de aluminio) y un adyuvante tipo oleoso
conocido como Adjuvac’®® propio de los laboratorios Santa Elena S.A. El
ADYUVAC?% de base oleosa mineral, es un inmuno-adyuvante disefiado para la
formulacién de vacunas oleosas tanto para emulsiones primarias como de doble
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emulsiones. La composicién estd basada en ésteres de sorbitdn coadyuvados con
cantidades menores de agentes emulsificantes [997].

Se establecié6 que para la formulacién de la vacuna la suspensién viral a inactivar
debfa tener un titulo viral de RVB de WC3 de minimo 107/mL DITC;o, y que
cada dosis vacunal (de 3 mL c/u, compuestas de antigeno, adyuvantes y otros
componentes) suministrara el mismo titulo viral inactivado. Ese limite de
dosificacién se establecié siguiendo la recomendacién suministrada por la seccién
de Virus Entéricos, Instituto de Virologia del INTA - Argentina, Dra. Viviana
Parrefio, donde la clasificacién de vacunas con resultados de potencia muy
satisfactorios, son aquellas que formuladas en base a suspensiones virales con
titulos iguales o mayores a 107 UFF/mL. También nos basamos por resultados
obtenidos en estudios anteriores [43, 81, 58, 100].
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de los pasos realizados durante la produccién de las tres formulaciones de vacuna inactivada contra RVB.
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3.7 ENSAYO DE INMUNIZACION

Se trabaj6 con las especies animales cobayos y bovinos. Es por ello que todo el
manejo y disposicién de estos, se realiz6 conforme a las normas de ética e
implicancia del Bienestar Animal y siguiendo lo dictaminado en la “Ordenanza
Sobre Uso de Animales en Experimentacién, Docencia e Investigacion
Universitaria” de la Universidad de la Reptblica y de la Comisién Honoraria de
Experimentaciéon Animal (CHEA), contando con las respectivas acreditaciones
pertinentes para la realizacién de estas actividades.

3.7.1 Protocolo de Inmunizacién en Cobayos

Se utilizaron 8 grupos de 10 cobayos albinos (Cavia Porcellus) ¢/u, con un peso
aproximado a 500 gramos para cada una de las tres formulaciones. Para el grupo
control se emplean 5 cobayos.

La vacunacién de los cobayos se realizé en la zona inguinal por via subcutédnea,
utilizando 1/5 de una dosis de la vacuna formulada en el paso 3.6, en este caso se
inocula un volumen de 0.6 mL. Se administra una dosis inicial (dfa 0), y una
segunda inmunizacién alos 21 dfas.

Para la obtencién de muestra de suero de cobayo se realizé el sangrado al dia 30 y
60 post primo vacunacién. Asi mismo, al dia 0 se sangraron 2 cobayos por cada
grupo formado para obtener las muestras de suero pre inmune. La sangre se
obtiene por puncién cardiaca, utilizando jeringas de 10 mililitros estériles y aguja
21G. La sangre se deja en reposo hasta la coagulacién y luego se centrifuga a 1500
RPM por 10 minutos. Los sueros obtenidos se congelan a -20°C hasta su
utilizacion.

Este ensayo fue realizado en las instalaciones del Laboratorio Santa Elena
destinadas para este fin.

3.7.2 Protocolo de Inmunizacion en Bovinos

Se utilizaron cinco hembras bovinas raza Holando y cruzas Holando —Jersey, las
cuales se encontraban en el dltimo tercio de la gestacién. Se generaron dos grupos,
un grupo conformado con tres animales que fueron vacunados y el grupo control
con dos animales.

En el grupo de hembras vacunadas se realiz6 la inmunizacién con la formulacién
vacunal a los 20 dfas antes del parto (dfa 0), con una dosis de 8 mL colocada a
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nivel subcutdneo, en el 4rea del cuello delante o sobre la escapula. No hubo
revacunacion.

Se realizaron tomas de muestras de diferente procedencia tanto en las hembras
prefiadas asf como en los terneros recién nacidos; como se detalla a continuacién.

En las hembras prefiadas: al dfa 0 se sangran todas las vacas del ensayo (vacunadas
y controles), para obtener la muestra de suero control pre-inmune. Posteriormente
se sangran 24 a 48 horas después del parto que es el dia 21 o 22 post-vacunacién
(PV) y 21 dias después del parto (dia 43 PV). Se obtienen entre 8 mL de sangre a
través de una puncién de la vena o arteria coccigea utilizando jeringas de 10
mililitros estériles y aguja 18 G. Se toman muestras de 20 mL de calostro entre
las 24 y 48 horas posteriores al parto (PP) y 20 mL de leche a los 7, 15 y 21 dfas
PP.

En los terneros: se realiza una toma de 8 mL de sangre a las 48 horas, 7, 15 y 21
dias de nacido a través de una puncién de la vena yugular utilizando jeringas de 10
mililitros estériles y aguja 21G. También se realizan tomas de heces a las 48 horas,
7,15 y 21 dfas de nacido.

El ensayo fue realizado con colaboracién de la Facultad de Veterinaria en el tambo
del Campo Experimental N° 2 de esta facultad, (Ruta 1 Km 42, San José).

3.8 DETECCION DE ANTIGENO VIRAL

3.8.1 Técnica de ELISA KERI

Esta técnica es un ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) doble sandwich.
Fue desarrollado por la seccién de Virus Entéricos, Instituto de Virologfa del
INTA — Argentina a partir de la técnica descripta por Cornaglia y col, 1989 [1017],
con algunas modificaciones [1027]. Es uno de los principales métodos para
deteccién de antigeno rotavirales en muestras de heces o de sueros de animales
infectados o enfermos con el sindrome diarrea neonatal en terneros, que realiza esta
secciéon. Este método detecta principalmente la protefna Vp6 de la segunda
recubierta del virién, la cual es altamente estable e inmunogénica y permite la
deteccién de Rotavirus del tipo A [1027].

Este ensayo se aplicé para la deteccién de Rotavirus en muestras de suspensiones
virales obtenidas a partir de cultivos celulares; en las formulaciones vacunales y en
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muestras provenientes de materia fecal de terneros que participaron en el ensayo de
inmunizacién. En la medida de lo posible se replicé este método en las mismas
condiciones que en origen. Para ello se conté con reactivos y sueros patrones
donados por la seccién de Virus Entéricos del Instituto de Virologfa del INTA.

El procedimiento consta de una etapa de sensibilizaciéon de la placa con un
anticuerpo de captura obtenido a partir de un suero de cobayo hiperinmunizado con
RVB (Cepa NCDV Lincoln). Se realizaron columnas tanto de captura positiva
(policlonal anti RVB) (ntimeros impares) y columnas de captura negativa (Ac
derivado de suero normal de cobayo) (niimeros pares). Se incubé la placa durante
90 minutos a 37° C, se descarté el contenido de la placa y se lavé la placa 2 veces
con PBS/Tween. Posteriormente se colocé cada una de las muestras problemas por
duplicado para cada columna. Se incub6 la placa de 90 minutos a 37° C y se lavé
nuevamente cuatro veces con PBS/Tween. Se colocé el anticuerpo secundario
conjugado (Igs purificadas obtenidas a partir de un suero policlonal de bovino
hiperinmunizado con la cepa de RVB antes mencionada). Se realizé la incubacién y
lavado anteriormente descrito y se coloc6 un anticuerpo comercial anti IgG bovina
realizado en cabra y marcado con peroxidasa (KPL, 14-12-06). Se incubé y lavé la
placa nuevamente. Por altimo se revel6 agregando el sustrato cromégeno el HoOo-
ABTS al 0.05%. Se dej6 reaccionar 10 minutos o hasta obtener una sefial
francamente positiva en el control positivo. Se detuvo la reaccién con 50 pL de
dodecilsulfato (SDS) al 5%. La lectura se realizé a 405 nm en el Lector de ELISA,
Multiskan FC marca Thermo. Los ensayos se realizaron con un control positivo
(muestra positiva con un titulo conocido probado al menos en 5 ensayos), un
control negativo (muestra negativa) y blanco de reactivos (PBS/Tween). Para las
lecturas e interpretacién se debe calcular la Densidad éptica corregida (DOc) (DO
captura positiva — DO de captura negativa) de cada muestra, el promedio y el
desvio del Blanco de Reactivos, (media de la DOc de los pocillos captura positiva
con PBS) y el punto de corte de la placa (promedio del Blanco + 3 Desvié
Estédndar). Tambien se puede considerar como gufa adicional que el punto de corte
de la prueba suele tener un valor 0,200 sigiendo la referencia del instructivo IVD
009, Elisa KERI Deteccién de Rotavirus Grupo A [1027].

Una muestra se considera positiva si su DO en la captura positiva es mayor al
punto de corte de la placa y su DO corregida es mayor a 0,200.

El titulo del antigeno viral de la muestra se expresa como la inversa de la maxima
dilucién cuya DO en captura positiva sea mayor al punto de corte de la placa y su
DO corregidases mayor a 0,200 unidades de absorbancia.
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Las Elisa tipo doble sindwich son ensayos con una gran especificidad y
sensibilidad. Entre los que podemos mencionar que sin la primera capa de la
"captura" de anticuerpos, las proteinas que se encuentre junto a nuestro antigeno
de interés, pueden competirpor la adsorcién en la supertficie de la placa, reduciendo
la cantidad de antigeno inmovilizado. Este método doble sdndwich, puede ser
particularmente favorable para aquellos virus en heces (como en caso de RVB) o en
secreciones, donde la proporcién proteinas antigénicas especificas virales son
relativamente bajas, en comparacién con el resto del contenido proteico de la
muestra. El uso de los anticuerpos purificados especificos para unir el antigeno en
el plastico elimina la necesidad de purificar el antigeno a partir de mezclas
complejas antes de la medicién, lo que simplifica el andlisis, y el aumenta el nivel de
la especificidad y la sensibilidad del ensayo. Otro factor que puede influir en la
pobre unién de antigenos rotavirales a la placa, es en casos de tratarse de particulas
virales intactas, por poseer las mismas formas esféricas, son mas dificiles de ser
adsorbidas y mas faciles de ser eliminadas de la superficie plasticacon la mecanica
de los lavados.Esta prueba ofrece una ventaja sobre las pruebas indirecta en la
cuantificacién de antigenos, ya que la adsorcién directa de las proteinas a la placa a
menudo no es lineal, es decir, no es proporcional a la cantidad de proteina en la
muestra. Lo principal para poder elaborar esta técnica es que el antigeno presente
dos o més sitios de unién antigénicos.

3.8.2 Técnica de ELISA KERI modificado

A partir del ELISA KERI, detallado anteriormente, se desarroll6 este nuevo
protocolo para la deteccién de antigeno de Rotavirus, con algunas modificaciones a
fin de adaptarlo a las condiciones particulares del laboratorio Santa Elena.

Para la sensibilizacién de la placa se utiliz6 un anticuerpo policlonal contra RV
grupo A (cepas humanas Wa, DS-1, entre otras) hecho en oveja de origen comercial
(Pierce, PA1-85845). Esto conllevé a cambios en el reactivo utilizado en la captura
negativa donde se emple6 buffer de sensibilizacién en lugar de anticuerpos
derivados de suero normal de oveja. Se eligi6 emplear buffer ya que este anticuerpo
policlonal posee un alto grado de pureza y bajo nivel de sefial de fondo, ademas de
garantizar la no produccién de reacciones inespecificas, a diferencia de un
anticuerpo derivado de un suero normal. Para la deteccién del antigeno se adquirié
un anticuerpo comercial conjugado con peroxidasa, es un anticuerpo policlonal
contra Rotavirus grupo A (cepa NCDV) hecho en cabra (Pierce, PA1-73015). Con
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la aplicacién de este reactivo redujo un paso de la técnica anterior, la colocacién del
anticuerpo anti-Rotavirus y del anticuerpo conjugado se realiza al mismo momento.

Cabe resaltar que el ELISA KERI fue utilizado como punto de control para el
desarrollo y estandarizacién de los cambios en esta técnica.

3.9 DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI — ROTAVIRALES

3.9.1 Técnicas de Seroneutralizacion
3.9.1.1 Seroneutralizacién por Dosis Efectiva 50.

Esta técnica es realizada para medir los titulos de anticuerpos neutralizantes
presente en las muestras de sueros de cobayos y sueros de bovinos proveniente de
las pruebas de inmunogenicidad vacunal. Para estandarizar y controlar el método
se emplearon sueros patrones otorgados por la Dra. Viviana Parrefio - seccién de
Virus Entéricos, Instituto de Virologfa del INTA - Argentina.

Se utilizé la microtécnica de Seroneutralizaciéon en cultivos celulares descrita en el
Manual de diagnéstico de Enfermedades Virales, Rickettsias, Clamidia (1197, asi
como el utilizado por MURAKAMI, y colaboradores 19831207 y Sato, y
colaboradores 1981 (1217, con algunas modificaciones. Se utiliz6 el método BETA,
donde se varfan las diluciones del suero, dejando constante la cantidad de virus.

Para la prueba de seroneutralizacién se debe utilizar una dilucién de virus que
contenga 100 TCIDso, con un limite de +/- 50 TCIDso. Se realizan diluciones en
base a 4 de los sueros previamente inactivados. Se enfrentan 100 pL. de cada una
de las diluciones del sueros a las 100 TCIDg; virales en una placa auxiliar y se
coloca a 37°C durante 90 minuto para que ocurra el proceso de seroneutralizacién
viral. Se procede a lavar la monocapa celular de MA104 que fueron crecidas en
placas de 96 pocillos como se describe en 3.3.1. Se inoculé cada pocillo con 100 pL
de la mezcla virus y suero, a 5 réplicas por dilucién y se deja incubar durante 1 hora
a 87°C. Se retir6 el inoculo y se colocé 100 pL. de medio MEM post-infeccién
conteniendo una concentracién de enzima proteolitica como se detalla en 3.2.

Después de 5 dias de incubacién se realiza la lectura de la placa determinando la
presencia de efecto citopatico celular en cada uno de los pocillos para
posteriormente calcular la dosis efectivaso por Reed y Muench [877]. Se debe
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colocar control de celulas, control de citoxicidad de los sueros, control de TCIDsoy
una titulacién viral simultdnea, para poder la validar la prueba.

3.9.1.2 Seroneutralizacién por Reduccién de Foco Fluorescente

Este otro método de medicién de titulos de anticuerpos neutralizantes fue utilizado
como estrategia para determinar diferencias entre los resultados obtenidos por
seroneutralizacién por Dosis Efectiva 50 (DEso). Esto se realizé6 motivado a que
este método es el empleado por la seccién de Virus Entéricos, Instituto de Virologia
del INTA — Argentina, el cual es nuestro principal referente. Se utilizé la técnica
descrita por Gernar y colaboradores, 1984 [1037], con algunas modificaciones.

Al igual que en seroneutralizaciéon por DE;o, se realizaron diluciones en base a 4 de
los sueros previamente inactivados. El proceso de incubaciéon del virus y las
diluciones de los sueros y la inoculaciéon de la monocapa celular de MA104 es igual
que en el método anterior (ver 3.9.1.1). Esta prueba se utiliza una dilucién de virus
que contenga entre 200 UFF, con un limite de +/- 50 UFF. Se realiza 2 réplicas
por dilucién ensayada.

Luego de 48 horas de incubacién se fijan las células y posteriormente se coloca el
anticuerpo policlonal anti-RVB conjugado con isotiocianato de fluoresceina (PA1-
73014) diluido a una relacién a 1/150 en Azul de Evans de la forma en que se
detalla en el item 3.3.2. El titulo de neutralizacién de los sueros debera leerse
siempre y cuando los controles y la titulacién viral final se encuentren dentro de lo
esperado. El titulo de seroneutralizaciéon se expresa como el logaritmo en base 10

del inverso de la méxima dilucién que logra reducir mas del 80% del ntimero de
UFF.

3.9.2 Técnicas de ELISA.

3.9.2.1 Técnica de ELISA para deteccion de anticuerpo anti
rotavirus IgG totales. INTA

Esta técnica es utilizada por la seccién de Virus Entéricos, Instituto de Virologia
del INTA — Argentina, para la deteccién de anticuerpos del isotipo IgG en
muestras de origen bovino (suero, calostro, leche, materia fecal) y en sueros de
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cobayos. Es un ELISA doble sandwich, descripta por Fernandez y col. 1998, con
clertas modificaciones (104, 105, 587].

Durante la realizacién de este proyecto de tesis, este método fue utilizado
principalmente como punto de control para el desarrollo y adaptacién de algunas
modificaciones sobre esta técnica de ELISA para el ajuste de la misma a las
condiciones particulares de nuestro laboratorio. Los reactivos y sueros patrones
necesarios para poder replicar este método en iguales condiciones que las

originales, fueron donados por la seccién de Virus Entéricos, Instituto de Virologia
del INTA — Argentina [1067].

El protocolo [1067], consiste en una primera etapa de sensibilizacién de la placa con
un suero hiperinmune anti-RVB obtenido en cerdo gnotobiético (cedido por: Dra L.
J. Saif- FAHRP-OSU, USA) en buffer carbonato-bicarbonato pH: 9,6. Las placas se
incuban durante 18 horas a 4-8° C y luego se bloquean con leche descremada.
Posteriormente se agrega sobrenadante clarificado de cultivos de células MA-104
infectados con RVB cepa INDIANA que posea un titulo viral no menor a 107
UFF/mL (pocillos positivos, columnas impares) o sobrenadante de células MA-104
sin infectar (pocillos negativos, columnas pares). A continuacién se colocan las
muestras a analizar previamente diluidas en base 4 en una placa auxiliar.
Finalmente, se agregan anticuerpos policlonales comerciales anti-IgG, marcados
con peroxidasa. La reaccién se revela utilizando H202 /0,05% ABTS como sistema
sustrato / cromoégeno y detenida con el agregado de 50 puL. de SDS al 10%. La
lectura de las placas se realiza a 405 mn. Toda placa debe llevar un control positivo
(muestra positiva con un titulo conocido probado al menos en 5 ensayos), un
control negativo (muestra negativa diluida %) y Blanco de reactivos (PBS/Tween).

Se calculé la densidad éptica corregida (ODc) de cada muestra (DO captura positiva
— DO de captura negativa), el promedio y el desvio estdndar (DE) de la densidad
6ptica corregida (ODc) de los controles negativos y el punto de corte de la placa
(promedio de los controles negativos + 2 DE). Se toma como positivas a las
muestras que cuya ODc superan el valor de corte del ensayo establecido en una
DOc = 0.100 % 0.050.

El titulo de Anticuerpos de una muestra se establece como la inversa de la maxima
dilucién cuya DOc sea mayor al punto de corte de la placa, (0.100). Se informa el
titulo de Anticuerpos anti-RVB como el log en base 10 del inverso de la méxima
dilucién cuyo DOc resulte mayor al punto de corte del ensayo.
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3.9.2.2 Técnica de ELISA para detencién de anticuerpo anti rotavirus
IgG totales. Tesis

Esta técnica se utilizé para detectar anticuerpos del isotipo IgG en muestras de
origen bovino (suero, calostro, leche, materia fecal) y en sueros de cobayos. Como
se mencioné anteriormente, este protocolo esta basado en la técnica realizada por la
seccion de Virus Entéricos, Instituto de Virologia del INTA — Argentina, con
algunas modificaciones (item 38.9.2.1). Dichas modificaciones se basaron
principalmente en el uso de diferentes anticuerpos policlonales, asi como también
cambios en la cepa de RVB con la cual se trabajé. No se realizé ningtin cambio en
cada uno de los pasos a seguir.

Se emple6é para la sensibilizacién de la placa un anticuerpo policlonal Anti-
Rotavirus hecho en oveja marca de origen comercial (Pierce PA1-8584:5). Se utiliz6
una suspensiéon de RVB cepa WC3 producido en células MA 104 con un titulo viral
mayor o igual 107/mL DITC;so como antigeno viral. En cuanto a los anticuerpos
conjugados con peroxidasa se adquirieron los siguientes reactivos: Anti IgG de
Cobayo hecho en conejo (Invitrogen 61-4620) y Anti IgG Bovina hecho en cabra
(KPL 14-12-06).

3.9.3 Técnica de Western Blot

Para la obtencién del antigeno viral se realizé el procedimiento descrito por la
secciéon de Virus Entéricos, Instituto de Virologia del INTA — Argentina, con
algunas modificaciones [107]. A partir de un sobrenadante clarificado (2500 RPM,
durante 15 minutos) de células MA104, infectadas con RVB cepa WC3, con un
titulo superior a 10’ DICTs0/mL, se realizé una concentracién en colchén de
sacarosa al 40% a 35.000 RPM durante 2 horas (rotor Beckman 60Ti). El
sedimento obtenido se resuspendié en 2 mL de buffer TBS — CaCl. pH: 7.5 que
contenfa 50 nM Tris, 100mM NaCl y 2 mM CaCl.. El antigeno viral fue
almacenado a -20° C hasta su posterior utilizacién. Un lisado de células MA104 no
infectadas fue procesado de igual manera, para generar el antigeno Mock control.
Se realiz6 la cuantificaciébn de las protefnas por el método Bradford [1087,
utilizando como estdndar una curva Albumina bovina sérica (BSA) de
concentracién conocida.

49



e
., £ & Produccién y Evaluacién de una
Vacuna Inactivada contra RVB

El desarrollo de la técnica se llevé a cabo segtin el protocolo utilizado por la Dra

Andrea Villarifio del laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias
(UdelaR).

Para ello se colocé cada una de las suspensiones de antigeno viral en una relacién
de 1:2 en bufter de muestra (0,5 M de Tris—HCI (pH 6,8); 25 % v/v de glicerol; 0,5
% p/v de azul de bromofenol; 10 % v/v de SDS; 5% v/v de mercaptoethanol) y se
incubaron a 95° C durante 5 minutos. Posteriormente se realizé la electroforesis en
condiciones disociantes (SDS-PAGE) mediante el procedimiento general de
LaemmLi (1097, en un equipo Mini—Protean Tetra Cell (Bio—Rad Laboratories) al
15% de poliacrilamida para el gel separador. Se cargé 3 pg de proteina cuantificada
por pocillo. La migracién se realiz6 durante 45 minutos a 200 voltios. Para la
estimacién del tamafo molecular se cargé un pocillo con un marcador de peso
molecular (Fermentas SM0441). En paralelo se realiz6 un segundo gel que fue
teniido con una solucién de Azul de Coomassie (0,1 % p/v en una mezcla 4,5:4,5:1
de metanol: agua: acido acético glacial) y luego se destifié con una mezcla 30% v/v
metanol, 7% v/v acido acético glacial.

El gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa de 45 pm en bufter de
transferencia (25 mM Tris; 192nM glicina; 20% v/v de etanol pH 8,3) en un equipo
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transter Cell (Bio—Rad Laboratories) durante 45
minutos a 100 voltios. Una vez finalizada la transferencia, se dejé bloqueando la
membrana en BSA al 1%, en buffer de transferencia a durante toda la noche a 4°C.
A continuacién se incub6 la membrana con una dilucién 1/5000 de los sueros de
cobayo durante 1 hora a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con TBS —
T (26mM Tris, 192 mM glicina, 20% etanol, 0.05% Tween 20, pH 7.5), de 5
minutos con agitacién vigorosa. Posteriormente las membranas se incubaron con
una dilucién de 1/4000 del anticuerpo anti IgG de cobayos conjugado con
peroxidasa (Invitrogen 61-4620) durante 1 hora a temperatura ambiente. Se
realizaron de 5 lavados con TBS —T de 5 minutos con agitacién vigorosa. La

deteccion se realiz6 utilizando el reactivo quimioluminiscente para peroxidasa de la
marca SIGMA.

Para determinar las diluciones 6ptimas de los sueros analizados asi como del
anticuerpo secundario se realizé previamente un ensayo de Dot Blot siguiendo el
mismo procedimiento descrito anteriormente.

3.10 ANALISIS ESTADISTICOS
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Los datos fueron analizados empleando un analisis de test de suma de rangos de
Wilcoxon para muestras no pareadas e independientes. Todos los criterios
relacionados con significancia fueron basados en una probabilidad de P< 0,05.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo usando Statistix 8.0 (Analytical
Software, Tallahasee, USA).

4. RESULTADOS
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4.1 PRODUCCION DE UNA VACUNA INACTIVADA CONTRA
ROTAVIRUS BOVINO

4.1.1 Caracterizaciéon y titulacién de las cepas de Rotavirus bovino
empleadas en esta tesis

Independientemente de la cepa de RVB multiplicada, el crecimiento del virus en
linea celular MA 104, ocurrié sin dificultad alguna y el proceso de optimizacién para
obtencién de mayores titulos virales por cada pase realizado, se alcanz6é de manera
rapida y sencilla. Cada cepa viral demostré poseer aspectos de replicacién in vitro
particulares, lo que conllevo pequenias modificaciones en el protocolo de replicacién
para cada cepa viral. Tales aspectos estan resumidos en la Tabla 3. El efecto
citopatico visibles a microscopia Optica, se caracteriz6 por aumento de la
granulosidad de la células, presencia de focos de redondeamiento celular que se
agregan linealmente hasta cubrir totalmente la monocapa celular, observandose
ademds vacuolizacién del citoplasma, con posterior desprendimiento y lisis celular.
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Tabla 3. Comparacién de los aspectos de la replicacion in vitro en cultivo
celular estacionario de MA104, de las cepas de RVB usadas

Moderada,
CepaWC3 o disminuciondel titulo
Moderada, Tripsina Sto i
G6P[5] viralcon 2
descongelaciones
Alta, disminucion del
CepaINDIANA _ tituloviralcon3 o
Alta Pancreatina 2do g 3ero 3
G6P[5] mas
descongelaciones
Moderada,
CepaB223 _ disminuciondel titulo
Moderada Pancreatina 3eko 4to i
G10P[11] viralcon 2

descongelaciones

El tiempo de aparicién de efecto citopatico depende de la MOI usada y del tipo de
tfrasco inoculado. En cultivo estdtico en general, para la cepa WC3 se comienza a
observar efecto citopatico a través del microscopio 6ptico a partir de las 48 horas
post infecciéon. Entre el quinto y sexto dia post inoculacién se puede observar un
efecto en el 90% de la monocapa celular. Se pudo determinar que el tiempo 6ptimo
de cosecha de la suspensién viral generada, es a las 120 horas (5% dfa) post
infeccién (PI). Como se puede observar en la Figura 6, es alli donde obtuvimos el
mayor titulo viral, independientemente de la MOI usada. También se determind
que entre valores de MOI 0.05 y 0.1 se mantienen un buen equilibrio entre niimero
de particulas virales por células y se establece la relacién a mayor valor de MOI
mayor titulo viral obtenido.

Con respectos a la cepa INDIANA y B223, a pesar de no haber determinado el
momento 6ptimo de cosecha viral como en el caso de la WC3, se pudo establecer
que para la cepa INDIANA, entre las 48 y 72 horas post-infeccién, se podia
observar total desprendimiento de la monocapa celular, dando altos titulos virales
con una mas rapida replicacién, mas eficiente maduracién y/o liberacién de esta
cepa en la linea celular. Para la cepa B223 ocurrié levantamiento total de la
monocapa al 4t dia post-infeccién, alcanzado bueno titulos virales al ser cosechado
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entre 3¢ y 4t dfa post-infeccién. Cabe mencionar que estos tiempos fueron
establecidos utilizando MOI de 0,1 y cultivo celular estacionario de MA 104

Log 10 DITC50/ml

24 72 120 168
Horas Post Inoculacion

[@ Multiphicdad deMOL0os DITCso [J Multiplicdad deMLOL 01 DITCso |

Figura 6. Curva de crecimiento de WC3 en células MA 104, cultivo estacionario. Las
muestras de suspensién viral fueron tomadas cada 48 horas post inoculacién. A las 120

horas, (5to dfa) se obtuvo el mayor titulo viral alcanzado con una M.O.I. de 0.01, que fue
de 1070 DITC;0/mL.

4.1.1. Comparacion entre los métodos de titulacion viral

A fin de determinar las diferencias entre los dos métodos de cuantificacién del
titulo viral (DICTs0 y UFF), se realizé titulaciones simultdneas, a tres pasajes
virales distintos, dos pertenecientes a la cepa WC3 y uno de la cepa INDIANA. No
se observé una diferencia marcadas entre los titulos virales determinados por
ambos métodos, para una misma cosecha viral. Los resultados obtenidos variaron
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de igual manera entre cada técnica independiente de la cepa con la que se trabaj6
como lo muestra la Figura 7.

Los ensayos de TCIDs, y UFF difieren fundamentalmente en cémo medir la
infectividad. El titulo DICT;0 mide indirectamente la distribucién aleatoria de un
cierto nivel infeccién viral en los pocillos, que se puede esperar bajo un conjunto de
condiciones definidas. Un ensayo de Unidades Formadoras de Foco o de Unidades
Formadoras de Placas por otro lado, mide directamente los eventos individuales de
infeccién en una serie de condiciones definidas. Debido a esta diferencia y a que las
condiciones utilizadas para los dos métodos de ensayos varfan, una conversién
exacta de los resultados de un ensayo a otro no es posible.

Suponiendo que se utiliza la misma linea celular para ambas mediciones, que no
ocurra errores en las diluciones y que procedimientos diferentes no inhiben la
formacién de focos fluorescentes o de formacién de placas, se puede establecer a
través de la distribucién de Powsson que un titulo DICTs;/mL, puede ser
multiplicado por un factor de aproximado de 0,7 para predecir el nimero de PFU o
UFF/mL. La interpretacién de este resultado, sin embargo, solo es valida, si el
protocolo de ambas mediciones (DITC* y UFF) se realiz6 en las mismas
condiciones [110, 111, 112, 1137. Bajo este célculo estadistico podemos decir, por
ejemplo que una suspensién viral con un titulo de 1x10° DITC;, es equivalente a
0,7x10% UFF, que es igual decir 7x10* UFF o 1x10 % UFF. Esto se puede
simplificar mejor, en que una titulacién viral por UFF sera siempre menor en 0.2
log10 o 1,44 X, con respecto a la titulacién determinada por DITC .

Como se observa, este concepto es contradictorio a lo que normalmente se piensa,
que la titulaciéon por DITCso serd menor al compdrala una titulaciéon por UFF de la
misma suspensién. Este razonamiento se basa en que la titulacion por
inmunoflorescencia es mucho més sensible que la DITC;0. También, se espera que
la dilucién donde se calculé 1 DITC;o forme mas de un foco fluorescente en la
titulacién por inmunoflorescencia, ya que existe una alta probabilidad que en los
pocillos positivos del método DITCso, pueda ser infectado por més de una UFF o
UFP (promedio de 1,38 particulas). Pero la realidad es que calculando el promedio
total, incluyendo los pocillos positivos y los negativos por distribucién de Pozsson,
se determina 0.7 particulas, por unidad de DITCs0 [110, 111, 112, 1137].

En nuestros ensayos la variacién entre los resultados de los dos métodos, no llego a
ser alta en ninguno de los casos (por encima a un orden de log o). Por el contrario,
obtuvimos concordancia con lo anteriormente expuesto, donde la variacién
determinada se mantuvo entre los valores de 0,1 y 0.3 logo por titulo viral, siendo
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siempre mayor la titulacién cuantificada por DITCso (Figura 7). Nuestros
resultados también concuerdan con los obtenido por Robertso and Egerton, 1977
1147, donde al comparar titulos virales obtenidos por UFP y por DICT:0/mL de
una misma muestras, estos varfan 0.1 a 0.2 logio UFP/mL.

' 8,1 UFF/ml

| 7,2DITC50/ml | 7,1 UFF/ml

! 6,3 UFF/ml

DITC 50 634 WC3  UFF 03I4 WC3  DITC50035WC3  UFF035WC3  DITC50 038 IND UFF 038 IND
Meétodo y Cepa usadas

Figura 7. Grafico comparativo de los resultados obtenidos entre los dos métodos de
titulacién viral realizados. Cada color indica un mismo pase de la cepa indicada en el eje inferior.
Los ntimeros 034, 035 y 038 indican la identificacién de cada pase.

4.1.3 Genotipificacion de cepas virales

Se realiz6 la técnica de RT-PCR Heminested Multiplex, para las proteinas VP7 y
VP4, de las tres cepas de RVB, con las que se trabajé a lo largo del proyecto (WCs,
INDIANA y B223). Para este ensayo se utilizé suspensiones virales del segundo o
tercer pase, con el fin de confirmar tempranamente cada genotipo viral, antes de la
elaboracién de pases sucesivos. Cabe destacar que en el caso de la cepa vacunal
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WC3 esta genotipificaciéon se realizé en la suspensién viral correspondiente a la
pre-semilla maestra viral, (con el que se produce la semilla viral maestra).

Para cada genotipificacién de cada proteina VP7 y VP4 de cada cepa RVB, se
esperan productos de amplificacién RT-PCR Hemainested Multiplex de tamafios
diferentes (ver tabla 2 en Materiales y Métodos). En la Figura 8 se muestran 6
productos de amplificaciéon RT-PCR Hemainested Multiplex, correspondiente a los
genotipos VP7 yVP4 de las tres cepas de RVB. Cada uno es identificado por su
tamano de banda caracteristico. Asi tenemos en el carril 1, la banda de 715 pb que
corresponde con el G10 de la cepa B223. Para el 2d°y 3¢ carril se observan bandas
de 500 pb y de 167pb cada una, correspondientes para los genotipos G6 de las cepas
WC3 e INDIANA. Posteriormente para los genotipos de VP4 se puede observar en
el 6% carril a la banda de 314 pb la cual corresponde con el P[117, de la cepa B223.
De igual manera para los carriles 7% y 8'° se observa la banda de 550 pb
correspondiente al genotipo P57 de las cepas WC3 e INDIANA.
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B223 WC3 IND B223 WCs IND C-

555 pb 555 pb

314 pb

Figura 8. Tipificaciéon de VP7 y VP4 mediante Multiplex RT-PCR. Las muestras se visualizan
en gel de agarosa 1,5%. En la parte superior de cada carril se indica el nombre de la cepa
correspondiente y el cuarto carril corresponde al marcador de peso molecular (PM).
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4.1.4 Produccion del Inéculo Viral Vacunal

El proceso que va de la produccién del inoculo viral del RVB, hasta la formulacién
de las diferente vacunas, fue elaborado en su totalidad, en las instalaciones del
Laboratorio Santa Elena.

Dicho proceso es extenso y laborioso, ademas de estar conformado por diferentes
etapas de produccién (Figura 5. Materiales y Métodos). A pesar de la complejidad
del mismo, todo se llevé a cabo sin contratiempo alguno, los productos y resultados
obtenidos en cada una de sus etapas fueron los esperados y el proceso en general se
realiz6 satisfactoriamente.

Una de las etapas mas criticas de este, es el alcance de titulo viral adecuado en la
cosecha de RVB para ser inactivado inactivar (cual debfa ser minimo107/mL
DITCs0). Afortunadamente las suspensiones virales obtenidas para este fin,
cumplieron con tal requisito. Cabe destacar que la multiplicacién viral fue mucho
més rapida y el tiempo de cosecha fue menor (48 horas) en comparacién con el
tiempo obtenido para la cepa vacunal anteriormente (5% dfa), con el mismo valor de
M.O.L utilizado. Esto se debié a la diferencia el método de cultivo celular, a pesar
de haber utilizado la misma linea celular, esta se replicé e infecto en botellas Roller
a 0.01RPM, cambiando el tipo de cultivo estacionario utilizado en los ensayos de
replicacién viral anteriores. La distribuciéon de las células sobre la supertficie del
vidrio en el sistema Roller, es mucho mejor que en los cultivos estacionarios; en él,
se puede encontrar pequeiias dreas de crecimiento celular muy densas, dispersas en
la superficie de la botella. Por otro lado este sistema se puede alcanzar una mayor
densidad celular comparado con cultivos estacionarios.

Otro aspecto importante a mencionar es el uso de materias primas homogéneas y
debidamente caracterizadas de origen definido y calidad aceptable.

4.1.5 Controles de Seguridad

Todos los controles de calidad realizados se basaron en las normas propuestas por
entidades regulatorias como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [1157, el
Cédigo Federal de Regulaciones (CFR) (1167, la Farmacopea de la Estados Unidos
(USP XXIV) [118], la Oficina Internacional de Epizootias (OIE) [1177], y las
Normas BPF (GMP) [797 quienes a nivel mundial establecen los pardmetros
necesarios para obtener productos de alta calidad. Ademas pertenecen a una parte
de los ensayos establecidos en la politica de control de calidad que aplica el
laboratorio Santa Elena en la elaboracién de sus productos.
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Todo los controles de esterilidad realizados a los diferentes sustratos (materia
prima reactivos biolégicos, bancos de células, banco de semillas virales,
suspensiones virales, antigeno inactivado, vacuna formulada), despues de sus
respectivos tiempos incubacién, no mostraron alteracién alguna en su composicién
como turbidez, cambios de coloracién, presencia de sedimentos que indicara
crecimiento de algiin agente adventicio que pudiera estar contaminado el sustrato
testeado. Los resultados fueron satisfactorios.

Los resultados de control de Micoplasma realizados mediante PCR tanto para el
MCB y PMVS fueron satisfactorios. No se observé aparicién de bandas en el gel
de agarosa de la corrida electroforética de los productos de PCR de cada una de
estas muestras, que indicase contaminacién por este agente bacteriano, al contrario
del caso de la muestra control positivo de la prueba.

Todos los controles fenotipicos y genotipicos realizados sobre la cepa viral y la
linea celular MA104 resultaron satisfactorios. No se observé alteraciones en las
caracteristicas de crecimiento, de viabilidad al almacenamiento, de replicacién, de
morfologia celular, en pasajes posteriores de las células MA104. Tampoco se
observé alteraciones en caracteristicas de multiplicacién y crecimiento en el
sustrato célular de produccién, tropismo tisular,  viabilidad durante el
almacenamiento y morfologia del efecto citopatico generado, de la semilla viral. Se
tomoé como parte de la evaluacién genotipica, la verificacién de genotipo de la cepa
vacunal WC3 realizado a través del RT- PCR Heminested Multiplex.

En cuanto a los controles de inocuidad del antigeno viral inactivado, no se observé
desarrollo de efecto citopatico en los tres pasajes en ciego realizado a los antigenos
virales inactivados en la linea celular MA 104, indicando que no hubo fallas en el
proceso de inactivacién viral, siendo la prueba satisfactoria. La realizaciéon de la
prueba de inocuidad del producto final en la especie destino, que en este caso es el
bovino, fue realizada en el campo experimental Macondo del Laboratorio Santa
Elena (departamento de Florida). Los resultados obtenidos fueron satisfactorios.
No se observé ninguna reaccién adversa a la vacuna en los animales inmunizados.
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4.1.6 Formulacion de tres tipos de vacunas: Monovalente Acuosa,
Monovalente Oleosa y Polivalente Oleosa

La formulacién y el proceso de adyuvado se realizaron en conjunto. Se mezclé los
antigenos con el adyuvante y en el caso de las vacunas oleosas aparte también se
realiz6 el proceso de emulsién. Por altimo, utilizando equipos automatizados de
fraccionamiento y en condiciones asépticas, las formulaciones fueron fraccionadas
en envases de multidosis. Seguidamente se almacenaron en camara de frio hasta su
posterior control y utilizacién. La relacién de volumen de cada uno de los
componentes vactnales por dosis aplicada, de las tres diferentes formulaciones
producidas, se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Volumen por dosis de cada uno de los componentes vactinales de las

diferentes formulaciones producidas

Compuesto Volumen agregado
Antigeno vacunal (RVB WC3) 0.5ml
Monovalente Acuosa Hidroxido de aluminio 1.3 ml
Solucionfisiologica 1.2ml
Volumen total por dosis 3ml
Antigeno vacunal (RVB WC3) 0.5ml
Monovalente Oleosa Adyuvac®® 1.5ml
Solucionfisiolagica 1ml
Volumen total por dosis 3 ml

Antigenos vacunales (Rotavirus cepa
WC3, Diarrea Viral Bovinatipo 1y 2,

1 ml (0.25 ml Antigeno RVB

; WQC3
Polivalente Oleosa Salmonella Entérica, E coli K99y I5) )
Adyuvac® 1.5ml
Solucionfisiologica 0.5ml

Volumen total por dosis 3ml
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4.2 DESARROLLO DE METODOS PARA LA DETECCION DEL
ANTIGENO ROTAVIRUS BOVINO Y LA DETECCION DE
ANTICUERPOS ANTI-ROTAVIRUS.

Para la evaluacién de las vacunas para Rotavirus Bovino generadas en esta tesis fue
necesario implementar y poner a punto métodos para la deteccién de Rotavirus en
las muestras de vacuna inactivada basado en la técnica de ELISA, asi como métodos
para la deteccién de Anticuerpos isotipo IgG y neutralizantes anti Rotavirus en las
muestras de cobayos y bovinos basado en técnicas de ELISA y de
Seroneutralizacién.

4.2.1 Deteccion del Antigeno Viral

La técnica ELISA KERI, fue el principal método utilizado para la deteccién de
antigenos de Rotavirus Grupo A en muestras de suspensiones virales, vacunas
tormuladas y en muestras de materia fecal de terneros que participaron en el ensayo
inmunizacién. Esta técnica fue reproducida en el Laboratorio Santa Elena siguiendo
estrictamente el protocolo de elaboracién y reactivos biolégicos suministrado por la
secciéon de Virus Entéricos del Instituto de Virologia del INTA.

Tras pequefios ajustes realizados en los primeros ensayos, y después de haber
adquirido cierta destreza en el protocolo, el método se reprodujo sin mayores
contratiempos.

A través de la utilizacién muestras patrones como material fecal bovina control
positivo (MF+), materia fecal bovina débilmente positiva (MFD+), materia fecal
bovina control negativa (MF-), suspensiones virales de RVB WC3 con titulos
virales mayores a 107 DITCs;o/mL (Susp WC3), suspensiones de células Mock
(Susp Mock), se evalué la puesta a punto del ELISA KERI en el laboratorio.

En la Figura 9, se puede observar el comportamiento que tuvieron las muestras
patrones, acordes a su condicién en 6 repeticiones. A pesar que en las muestras
MFD+, sus resultados estuvieron cerca del punto de corte, siempre se detectaron
como positivas. En casos donde al calcular el punto de corte de la prueba este podia
tener un valor un poco mayor a 0.2, aumentaba el valor de DOc de las MFD +
también, nunca se mostraron como negativas francas. Algunas MF— presentaron
valores de DOc cercano al punto de corte (0,170 = 10), pero en ningdin caso se
detectaron como falsos positivos.
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Figura 9 Grafico de comportamiento de muestras patrones en ELISA KERI. Colores iguales
de cuadros indican resultados obtenidos en una misma placa, de un mismo ensayo. Colores
diferentes de cuadros indica resultados obtenidos en diferentes ensayos.

En base a lo observado la técnica de ELISA KERI demostr6 poseer caracteristicas

como:
» Precisién (valor real de la muestra patrén vs valor obtenido)
» Exactitud (variacién de los resultados de acuerdo a la desviacién estandar)

» Sensibilidad (detecciéon de muestras débilmente positivas y deteccién de

antigenos rotavirales en muestras positivas diluidas no hubo falsos

negativos).

» Reproducibilidad (concordancia de los resultados de varias réplicas de las

muestras dentro de una mismo ensayo y entre ensayos distintos)

» Especificidad (no hubo reactividad cruzada con muestras de MF positiva a
Coronavirus bovino, con muestras de MF totalmente negativas ni con Susp

Mock, no hubo falsos positivos)
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> Robustez (no hubo cambios de los resultados en una misma muestra por
efecto borde de las placas de ELISA, ni por diferentes analistas, ni por lotes
diferente de soluciones).

La obtencién de todos estos resultados nos llevé a considerar la técnica como
validada y confiable.

4.2.1.1 Control de Masa antigénica Vacunal

Una vez que logramos la reproduccién del método de una manera confiable, se
procedi6é a la realizacién de la medicién de la masa antigénica de las vacunas
formuladas a través de este método. Lamentablemente solo se logré realizar con
éxito la medicién de la masa antigénica en la vacuna monovalente acuosa (VMA).
Las otras dos formulacién con adyuvante oleoso, no se logré buenos resultados,
debido a problemas en la ruptura de la emulsién y obtencién de la fase acusa de la
vacuna.

Después de la separacién del adyuvante, Hidréxido de aluminio del restos de los
componentes de la formulacién de la VMA (sobrenadante de la vacuna después del
proceso de separacién), se procedié a medir la capacidad de antigenos adsorbidos
por el adyuvantes y se determind si existe presencia de antigeno en el sobrenadante
de la vacuna que no hayan sido adyuvados.
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Figura 10. Medicién de la masa antigénica en VMA, a través de la técnica de ELISA KERIL
La franja roja representa el punto de corte de la prueba es cual tiene un valor de DO de 0.2

En la figura 10, se pueden ver los resultados obtenidos en esta medicién realizados
para la vacuna completa, la muestra del Hidréxido de Aluminio separado de la
tormulacién con antigeno adsorbido, la muestra del sobrenadante de la vacuna y
por tGltimo una muestra de suspensién viral de WC3 control (con un titulo viral
similar al que posefa la suspensién viral que dio origen al antigeno inactivado).
Analizando los resultados, podemos decir inicialmente que todo el antigeno vacunal
tue adsorbido por el adyuvante, ya que no se observé ningin tipo de deteccién de
antigenos virales de RVB, en el sobrenadante de vacuna, inclusive en las menores
diluciones. Por otro lado comparando el Hidréxido de aluminio con el antigeno
adsorbido y la suspensién viral de WC3, observamos que estas 2 muestra se
comportaron de manera semejante en nivel de deteccién de antigeno RVB.

Ambas se les detecto antigenos rotavirales hasta la dilucién 10-. Con respeto a los
resultados obtenidos de la muestra de vacuna completa se pude observar cierto
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nivel de interferencia por los componentes vacunales, en la detecciéon de antigenos,
cuando la muestra no se ha diluido (DOc mas baja). Otra diferencia fue que solo se
detecté antigeno de RVB hasta la dilucién 102, es decir un log por debajo en
comparacién con la suspensién viral y la muestra del Hidréxido de Aluminio con el
antigeno adsorbido.

Podemos decir que los resultados fueron éptimos, acorde a lo esperado, en el
control de masa antigénica realizado para la VMA. La masa antigénica vacunal se
encuentra en una concentracién adecuada y no disminuyé su reactividad antigénica
en el proceso de inactivacion, por lo menos a nivel de poder ser detectada a través
de este ensayo. Nos basamos en el hecho que se detect6 en el adyuvante, antigenos
virales de RVB a igual nivel que en una suspensién viral la cual no sufrié
inactivacién, ni de mezcla con otros sustancias quimicas y reactivos quimicos
(adyuvante, hidréxido de Sodio, timerosal, solucién fisiolégica, entre otros), que
pudiesen alterar la concentracién y la configuraciéon antigénica las proteinas virales.
Cabe recalcar que esta suspensién posefa un titulo viral similar al de la suspensién
viral que dio origen a la masa antigénica vacunal.

4.2.1.2 Técnica de ELISA para la detecciéon de antigeno de Rotavirus
implementada en esta tesis.

Una vez lograda la puesta a punto del ELISA KERI con un alto grado de
confiabilidad en los datos obtenidos, se procedié a realizar las modificaciones y
adaptaciones de esta técnica para su desarrollo en el laboratorio.

En la Figura 11, se observan los resultados obtenidos al analizar las misma
muestras patrones por estos dos métodos.
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Figura 11. Comparaciéon entre los resultados obtenidos por ELISA KERI y ELISA
implementado en esta tesis (ELISA tesis), a partir de las muestras patrones. Los iconos de
color rosado representan los valores de DOc obtenido en ELISA KERI. Los iconos de color azul
representan los valores de DOc obtenidos en ELISA tesis. La franja roja representa el punto de
corte de la prueba es cual tiene un valor de DO de 0.2

Entre las variaciones que se observan a nivel de los resultados obtenidos podemos
mencionar un aumento de valores de DO en los pocillos de captura positiva, en las
muestras positivas o débilmente positivas; una disminucién de los valores de DO en
los pocillos negativos, es decir, disminucién de la inespecifidad en estas muestras.
Los valores de DO en los pocillos positivos del control de PBS se mantuvieron con
valores parecidos a los obtenidos con ELISA KERI, por ende se mantuvo el valor
de punto de corte (0,200). La distancia entre los valores de la DO de los pocillos
positivos y negativos fue un poco mayor, sobre todo en las muestras de antigenos
rotavirales, asi que en las muestras MFD+ se obtuvo valores de DOc més altos, es
decir la prueba es mas sensible para estos casos. Los valores de DO en los pocillos
ya sean de captura positiva o de captura negativa, en las muestras negativas,
presentaron disminucién en sus valores también, pero al obtener la DOc, sus
valores fueron similares a los obtenidos con ELISA KERI. No hubo identificacién
de falsos positivos en este tipo de muestras.

Punto de
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En resumen tanto en el ELISA puesto a punto en esta tesis, como en el ELISA
KERI, se obtuvieron resultados 6ptimos, logrdndose para esta tltima, un nivel de
validacién aceptable que permitié utilizar esta técnica para la elaboracién de
ensayos a lo largo de este proyecto, como la medicién de la masa antigénica vacunal
explicados anteriormente y la deteccién de antigenos de RBV en muestras de heces
de terneros, que sera mencionado mas adelante.

Por ultimo, a partir del ELISA para la deteccién de antigeno de Rotavirus,
implementado en esta tesis basada en el ELISA KERI original, se generé un
instructivo con el protocolo de elaboraciéon paso a paso de esta técnica, enmarcado
bajo el Sistema de Control de la Calidad del Laboratorios Santa Elena. Anexo 8.1
Constancia de elaboracién de Instructivos Bajo el Sistema de Control de Calidad
del Laboratorio Santa Elena para las técnicas de ELISA estandarizadas para la
tesis, ELISA detecciéon de Antigenos de RVB y ELISA para la deteccion de
Anticuerpos IgG anti-RVB.

4.2.2 Deteccion de Anticuerpos Anti-Rotavirus
4.2.2.1Técnicas de Seroneutralizacién

Para medir los titulos de anticuerpos neutralizantes (AcN) presente en las muestras
de sueros de cobayos y sueros de bovinos provenientes de las pruebas de
inmunogenicidad vacunal, se desarrollé una técnica de seroneutralizacién por Dosis
Efectiva 50 (DE;o), basandonos en el método descrito en Manual de diagnéstico de
Enfermedades Virales, Rickettsias, Clamidia [1197], asi como el utilizado por
Murakami, y colaboradores 19831207 y Sato, y colaboradores 1981 1217, con
algunas modificaciones. Cabe mencionar que esta técnica fue desarrollada y se
origin6 a partir de esta investigacién. Se conté con sueros patrones con la
participacién de muestras patrones como: suero de cobayo positivo (SC+), suero de
cobayo débilmente positivo (SCD+), Suero de cobayo negativo (SC-) Suero de
bovino positivo (SB+), los cuales fueron donadas por la seccién de Virus Entéricos
— INTA. Con respecto a las cepas de RVB, para la estandarizacién del método se
utiliz6 la cepa WC3. Se consider6 como estandarizado cuando la técnica demostrd
tener buenas propiedad de validacién y confiabilidad (precisién, exactitud
sensibilidad, reproducibilidad especificidad robustez).

Por otro lado, como se mencioné en Materiales y Métodos, se estandarizo la
técnica de Seroneutralizacién por Reduccién de Foco Fluorescente (RFF). Para la
estandarizaciéon de esta técnica se contdé con un anticuerpo policlonal anti-RVB
conjugado con isotiocianato de fluoresceina, suministrado por seccién de Virus
Entéricos — INTA, aparte de los ya mencionados sueros patrones. El proceso de
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desarrollo y la estandarizacién se realiz6 de manera rdpida y sencilla, obteniendo
resultados fiables y con buena repetitividad. Una vez alcanzado esto, se procedi6 a
determinar la dilucién de trabajo mdas éptima para el policlonal anti-RVB
conjugado con fluoresceina (PA1-73014), adquirido comercialmente.

Se realiz6 la estandarizacién del RFF para poder determinar las diferencias entre
los resultados obtenidos por seroneutralizacién por DE;, y RFF, motivado a que
este método es el empleado por la seccién de Virus Entéricos, Instituto de Virologia
del INTA — Argentina, el cual es nuestro principal referente. Es importante
realizar esta comparacién de resultados, ya que esta es una manera de validar
nuestro ensayo de DE;o y de conocer el alcance que tiene el mismo con respecto a
propiedades como sensibilidad, especificad.

Se realiz6é la medicién de los titulos AcN, por ambas técnicas, solo en las muestras
de suero de cobayos obtenidas al dfa 60 PV. Los resultados obtenidos los podemos
observar en la figura 12.

70.0004 [85.536 |
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Figura 12. Comportamiento de titulos de Ac SN calculado para cada suero de cobayo del
dia 60 a través de las técnicas DE50 y RFF. En algunas barras se muestras etiquetas con los
valores de titulo de AcN calculados.
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En todos los casos el titulo de AcN calculado por RFF, fue mayor que para el
calculado por DE;o, obteniéndose titulos hasta 4 veces mayores, (una dilucién por
encima, diluciones realizada en base a 4). Las mayores diferencia de los titulos de
AcN calculados por ambos métodos, fueron observadas en aquellos sueros con
titulos de AcN mas altos.

Si consideramos los resultados obtenidos al comparar entre si las dos técnicas de
titulacién viral, explicado anteriormente (punto 4.1.2) podemos decir que en 200
UFT, existe aproximadamente 300 DITC;o (siguiendo la distribucién Poisson, hay
70 UFF en 100 DITCs), los que nos lleva concluir que en la técnica de Reduccién
de UFF los sueros se enfrentaron a una concentracién viral 8 veces mayor a la
enfrentada para DEso. Aun asf los titulos obtenidos por RFF fueron mayores, los
que nos corrobora la mayor sensibilidad de este método [1147]. Hay que tener en
cuenta también que para DE;o, solo se consideraba que el pocillo neutralizo al virus,
cuando no presentaba ningin efecto citopético, lo que conlleva a no contabilizar
aquellos pocillos que neutralizaron medianamente al virus como pocillos
protegidos, traduciéndose esto a una mayor exigencia al momento de calcular el
titulo de anticuerpo por Reed y Muench [877].

4.2.2.2 Técnica de ELISA para deteccion de anticuerpos IgG totales
anti-Rotavirus.

Las acciones seguidas fueron muy similares a las realizas en la ELISA deteccién de
AG de RVB, mencionadas en el punto 4.2.1. La variante estuvo en que protocolo de
ELISA utilizado para la medicién de los Ac IgG totales para los ensayos del
proyecto, fue el protocolo puesto a punto para esta tesis y no el del INTA, como en
el caso anterior

Una vez que se logré la reproduccién del protocolo INTA, en condiciones lo mas
parecidas a las originales, (con reactivos biol6gicos suministrado por seccién de
Virus Entéricos - INTA) se procedié a la utilizacién de este protocolo para
estandarizar y optimizar el nuevo grupo de Anticuerpos policlonales comerciales
que serfan empleados en el protocolo puesto a punto en esta tesis. Se cont6 al igual
que en el caso de las técnicas de seroneutralizacién, con la participacién de
muestras patrones mencionadas.

Como en ocasiones anteriores, se consideré6 como estandarizado este protocolo
cuando la técnica demostré tener buenas propiedades de validaciéon y confiabilidad
(precisién, exactitud sensibilidad, reproducibilidad especificidad robustez). Con el
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tiempo su uso confirm¢ tales propiedades, a través de la introduccién de muestras
patrones entre las muestras problemas en ciertos momentos y a esto se sumo los
acordes resultados obtenidos en controles positivos y negativos de cada placa
ensayada.

Por otro lado, al introducir a este protocolo un nuevo factor de alta variabilidad
biolégica, como pueden ser las muestras bovinas (suero, calostro, leche y materia
tecal), el mismo respondié de manera congruente con las muestras de referencia y
después de unos ajustes en la preparacién de las muestras problemas, se obtuvieron
resultados con un buen nivel de validacion.

13
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408/08 por Protocolo INTA
408/08 Protocolo Tesis

409/08 por Protocolo INTA
409/08 Protocolo Tesis

217/06 Mercedes Protocolo INTA
217/06 Mercedes Protocolo Tesis
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Figura 13. Comparacién de titulos de Ac IgG totales de muestras patrones obtenidas a
través de los protocolos de ELISA del INTA y el protocolo puesto a punto en esta tesis. La
franja roja representa el punto de corte de la prueba es cual tiene un valor de DO de 0.1
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En la Figura 13, podemos ver el comportamiento similar que tuvieron las muestras
patrones en los dos protocolos establecidos. Se muestran los resultados de tres
muestras patrones usados (408/08, 409/08, 217 mercedes). Cada una representa a
un SC+ SCD+ y a un SB+ respectivamente. Ambos protocolos coincidieron con el
titulo de Ac IgG totales que estas tienen como referencia y con el valor de punto de
corte de la prueba.

A partir del ELISA para la deteccién de anticuerpos anti Rotavirus (IgG totales),
adaptado del ELISA de referencia (INTA) y puesto a punto en esta tesis, se generd
un instructivo con el protocolo de elaboraciéon paso a paso de esta técnica,
enmarcado bajo el Sistema de Control de la Calidad de Laboratorios Santa Elena
Anexo 8.1  Constancia de elaboraciéon de Instructivos Bajo el Sistema de Control
de Calidad del Laboratorio Santa Elena para las técnicas de ELISA estandarizadas
para la tesis, ELISA deteccién de Antigenos de RVB y ELISA para la detecciéon de
Anticuerpos IgG anti-RVB.

4.3 EVALUACION DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS EN LOS
ANIMALES VACUNADOS Y VERIFICACION DE LA POTENCIA
VACUNAL.

4.3.1 Evaluacion de la respuesta de anticuerpos IgG Totales anti-RVB en
cobayos vacunados.

En la figura 14, estdn representados los resultados obtenidos de promedios del
logo de los titulos de anticuerpos IgG totales en los cobayos inmunizados. Luego
del analisis de los diferentes grupos de cobayos vacunados podemos observar que el
grupo de cobayos inmunizados con VMA fue el que presento mayor promedio
alcanzado para el dfa 30 post vacunacién (PV), el grupo VPO fue el que presento el
menor promedio para ese momento, existiendo diferencia significativa entre estos
dos grupos para esa fecha.
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Titulos de Ac IgG Totales de Cobayos por ELISA
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Figura 14. Titulos de Anticuerpos IgG totales anti-Rotavirus en suero de cobayos
vacunados. Las barras representan el promedio del logio los resultados obtenidos en cada grupo
de cobayos inmunizados con las diferentes formulaciones vacunales. La detecciéon de anticuerpos
anti rotavirus IgG totales, fue realizada mediante la técnica de ELISA puesta punto en esta tesis. A
los sueros negativos se les asigno un titulo de 16 por ser 1/16 la dilucién mas baja empleada. Se
representa la desviacién estandar.

Para el dia 60 PV el mayor nivel promedio del logio de los titulos de IgG totales
ocurrié en el grupo VMO, seguido por el grupo VPO. Este tltimo también fue el
que mostré més nivel de seroconversion, de 3,5 veces mayor entre los dias 30 y 60
PV, existiendo diferencia significativa entre estos dos valores para este grupo. El
grupo VMA fue el que presento menor seroconversién de 1,2 veces mayor entre
estos dos dia. El grupo VMO presento una seroconversién de 1,6 veces mayor
entre el dia 30 y 60 PV. No existié diferencia significativa entre el nivel de
conversién obtenido, para estos dos grupos. Existe diferencia altamente
significativa (p < 0.01) entre los 3 grupos de cobayos vacunados y el grupo control
para los dfas 30 y 60 PV.

Se calcul6 el logio de el titulos de IgG de cada animal y a partir de estos valores se
determino el promedio para grupo vacunal para compdralos con lo establecido, por
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la secciéon de Virus Entéricos, Instituto de Virologfa del INTA - Argentina, como
valor minimo que debe tener un control de potencia satistactorio. Ellos indican que
los cobayos vacunados deben alcanzar titulos de IgG totales mayores o iguales a
4.47 logio, medidos a través de la prueba de ELISA, para poder ser considerada la
potencia de la vacuna como satisfactoria (Dra. Parrefio, comunicacién personal,
datos no publicados). Este valor fue establecido por esta seccién a través de un
estudio estadistico previo, donde analizan y comparan el nivel de correlacién que
existe entre la seroconversiéon bovina y la seroconversién del cobayo, a manera de
certificar que la repuesta inmunolégica del modelo cobayo garantiza una proteccién
adecuada en el Bovino vacunado contra RVB [827].

Tabla 5. Promedio del log:. de lostitulos de IgG totales desarrollados en cobayos

5,68 5,49 5,36

5,66 5,95 5,89

Como podemos observar en la Tabla 5, todos los valores obtenidos para cada grupo
de cobayo vacunados ya sea en el dia 30 o en el dia 60 PV, superaron el limite
establecido para considerar el control de potencia vacunal satistactoria. La VMO
tue la que obtuvo el mayor valor, el cual es casi idéntico al obtenido por VPO para
el dia 60 PV. Por otro lado la VMA fue la de menor valor para ese mismo
momento. Estos 3 resultados presenta més de 1 logio superior con respecto al
establecido 4,47 (Figura 15).
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Figura 15. Representacion grafica del limite minimo de potencia vacunal establecido y los
resultados de los promedios del log:. de los Titulo de anticuerpos IgG totales obtenidos en
los 8 grupos de cobayos vacunas. Estos fueron medidos a través de la técnica de ELISA puesta

punto en esta tesis. La franja roja indica el punto de corte del limito es cual tiene un valor de 4,47
10g10.

4.3.2 Evaluacion de la respuesta de Anticuerpos neutralizantes anti-
RVB en cobayos vacunados.

La evaluacién de la respuesta de anticuerpos neutralizantes en suero de cobayos se
llev6 a cabo mediante la técnica de seroneutralizacién por DE; luego de la puesta a
punto de dicha técnica. Los resultados obtenidos a través de esta técnica se pueden
observar en la Figura 16, donde se muestra el nivel de seroconversién de los titulos
de AcN de cada grupo de cobayos vacunados. El grupo vacunado con la VPO tue el

que alcanzo el mas bajo nivel de seroconversién, a los 30 dias PV. Este valor fue 2,5
veces mayor al dfa 60 PV.

Limite Minimo
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Comparacion de Titulos de AcN en Suero de Cobayos por DESO
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Figura 16 Titulos de Anticuerpos Neutralizantes anti-Rotavirus en suero de cobayos
vacunados. Las barras representa el promedio del logi, de los titulos de AcN de los diferentes
grupos de cobayos vacunados, a los dias 0, 80 y 60 PV, calculados a través de DE;,. Los sueros
negativos se les asigno un titulo de 8 por ser 1/8 la dilucién mas baja empleada. Se representa la
desviacién estandar

Con respecto a la Vacuna Monovalente Oleosa (VMO), sus resultados fueron los
que alcanzaron mayores titulos de anticuerpos neutralizantes para el dia 30 PV,
este valor fue 3 veces mayor al dia 60 PV. Para la VMA, su seroconversién fue
menor al compararla con el grupo vacunado con VMO, pero mayor que al grupo
VMA para el dia 30 PV, presentando un aumento 2 veces mayor para el dia 60 PV.
No existe diferencia significativa p<0,05, entre la seroconversiéon alcanzada por
todos los grupos vacunas a los 30 dfas. En el caso del dia 60 PV, entre los grupos

de vacuna oleosa no hubo diferencia significativa, ni para VPO vs VMA, pero si en
los resultados obtenidos entre VMA y VMO.

También hubo diferencia significativa entre: las seroconversién ocurrida entre los
dfas 80 y 60 PV para todos los grupos vacunales y entre todos los grupos vacunas a
los 80 y 60 PV con respecto al grupo control, como era de esperarse.



45

4

3

Log del Titulo reciproco de AcN

05

35

25

2

15

Produccién v Evaluacién de una
Vacuna Inactivada contra RVB

Asimismo, se evalud los sueros de cobayos del dia 60 PV mediante la técnica de
RFF. El comportamiento de los datos fue parecido al visto con DE;o, el promedio
del logio de los titulo, fue mayor para VMO, la diferencia estuvo en los promedios
de VPO y VMA que fueron casi iguales, lo que se correlaciona con la diferencia no
significativa entre estos dos grupo en DE; (Figura 17). El resto del
comportamiento estadistico fue igual que en la medicién por DE;o para el dia 60
PV. Los promedios de titulos de AcN por grupo de vacunas, fueron de 2 veces
(grupo VPO) a 38 veces (grupos VMA y VMO) mayores, comparados con los
promedio calculado por DEso.

Titulacion de AcN por RFF en Suero de Cobayo Dia 60 PV

44

4

T T T

Vacuna Monovalente Acuosa Vacuna Monovalente Oleosa Vacuna Polivalente Oleosa

Figura 17. Titulos de Anticuerpos Neutralizantes anti-Rotavirus en suero de cobayos
vacunados. Las barras representa el promedio de titulos de AcN de los diferentes grupos de
cobayos vacunados, a los 60 PV, calculados a través de la técnica RFF y DE;o Se representa la
desviacién estandar y promedio de titulos AcN de cada grupo.
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4.3.3 Deteccion de la Reactividad de los Anticuerpos Vacunales de cobayos
hacia las proteinas de RVB.

A fin de analizar la reactividad de los anticuerpos presentes en los sueros de
cobayos vacunados, hacia las distintas proteinas virales, antigénicas y estructurales
de la cepa WC3, se decidido realizar el ensayo de Western Blot (Wb).

En la figura 18 se observa los resultados obtenidos luego del analisis de los sueros
de cobayos del dia 60 PV enfrentados al antigeno vacunal (RVB cepa WC3).

MOCK VMA VMO

118 e
90—

L —

20 —>»

Figura 18. Reactividad de los sueros de cobayo frente al antigeno vacunal. En los diferentes
carriles se muestra la reactividad obtenida por Western blot frente al antigeno viral (cepa WC3)
de los grupos de sueros del dia 60 de cobayos inmunizados con las diferentes formulaciones
vacunales (carriles VMA, VMO, VPO) y de un grupo de sueros de cobayos previo inmunizacién
(carril PRE IM). El carril MOCK corresponde a células MA104 sin infectar como antigeno
enfrentadas al grupo de sueros de cobayos vacunados con la formulacién VPO. La posicién de los
marcadores de peso molecular (KDa) es indicada a la izquierda.
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Como podemos observar todos los grupos de sueros inmunes generados,
independientemente de la formulacién vacunal, reconocen protefnas del antigeno
viral (WC3) que no reconoce el suero pre inmune. Ademas esta reactividad no
ocurre con el suero VPO frente a antigeno MOCK por lo cual indica que esta
reactividad no estarfa ocurriendo frente a componentes celulares o del medio de
cultivo. Si bien no se conté con anticuerpos control para cada una de las proteinas
de Rotavirus, podemos a través del peso molecular caracteristico localizar e
identificar la posible pertinencia de cada una de las proteinas rotavirales presentes
en el ensayo.

Tomando en cuenta que pueden existir pequefas variaciones en los pesos
moleculares de las proteinas, los cuales pueden ser influenciados por factores como
la cepa viral empleada, el método de purificacion del virus, nivel de
desnaturalizacién de la protefna y la concentracién de gel de poliacrilamida, entre
otros, los pesos moleculares vistos en cada una de las bandas identificadas por los
grupos de sueros, concuerdan con los pesos de las proteinas rotavirales
estructurales que allf se visualizan. Asi tenemos que las bandas observadas en los
carriles de sueros de cobayos vacunados (VMA, VMO y VPO) de tamaiios de 120
KDa , 95 KDa, 88KDa, 58KDa, 45KDa, 39Kda, 34KDa, 28KDa aproximadamente,
corresponderfan a las proteinas VP1, VP2, VP3/4, VP5, VP6, VP76, VP7, VPs,
respectivamente. También observamos que las intensidades de banda esta
relacionadas con la cantidad que se encuentran las mismas, en conformacién de la
masa proteica del virién y también a su antigenicidad. Para la VP6 que es la
principal protefna estructural constituyendo aproximadamente el 50% de la
proteina total del virién [67, y la cual es altamente inmunogénica se observa la
banda de mayor intensidad, y es claramente vista en los tres carriles.

La VP7 también se observa con cierta intensidad siendo esta la principal proteina
de la capa externa. Dos bandas se pueden atribuir a esta proteina, la banda de
38KDa que pudiese pertenecer a la VP7¢ en su forma glicosilada y a la 34 KDa
VP7 sin glicosilacién. El reconocimiento de estas dos formas indica que los
anticuerpos pudieron reaccionar con los epitopes antigénicos de estas protefnas
independientemente del proceso de desnaturalizacién del SDS-PAGE y del estado
de conformacién en que se puede encontrar la VP7.

Se puede intuir la presencia de VP2 observada con poca intensidad, junto a la VP1
y VP3/4 en los carriles VMO y VPO que corresponde a sueros provenientes de
vacunacion con adyuvante oleoso. Estos sueros fueron los que presentaron mayores
titulos de anticuerpos, tanto IgG como AcN en comparacién con los sueros de la
formulacién con adyuvante acuoso. Posiblemente esto sea una de las causas de la
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poca reactividad que demostraron tener estos sueros, con estas protefnas. Por otro
lado existen muy pocas copias de las VP1 y VP3 en el virién, lo que aumenta la
dificultad de ser reconocida por los sueros de VMA. Para confirmar estos
resultados es imprescindible contar con anticuerpos control que reconozcan
especificamente cada una de estas proteinas.

Por otra parte proponemos que la banda de 88 KDa pudiera ser VP4 ya que esta
proteina tiene un tamafio de peso molecular similar. Aunque también se observé

bandas correspondientes a la VP4 en su forma clivada la cual da origen a VP5
(banda de 58Kda) y VP8 (banda de 28KDa).

4.3.4 Estudio de la reaccion cruzada entre cepas homologas y heterélogas a la
WC3 en cobayos vacunados.

A través del uso de la técnicas de seroneutralizacién, DE;, o RFF se realizé un
estudio sobre el nivel de reaccién cruzada que ofrecia los sueros de cobayos de los 3
grupos vacunales, al ser enfrentado con un cepa de RVB homologa (INDIANA
G6P[5]) y una cepa heter6loga (B223 G10 P[117]) a la cepa WC3, como otra
manera de medir el grado de respuesta inmunolégica principalmente
seroneutralizante que se obtuvo en los cobayos inmunizados.

4.3.4.1 Cepa RVB INDIANA

Primeramente se realiz6 el enfrentamiento de los sueros de cobayos con la cepa
homologa INDIANA. Este ensayo se realizé a través de los dos métodos de
seroneutralizacién (DE;o y RFF). Los datos mostrados en la tabla 6, muestran los
resultados obtenidos a través de RFF, ya que esto fueron muchos mas homogéneos
y 6ptimos que los obtenidos a través de DEso.

Observamos que la diferencia de titulos AcN alcanzados entre estas dos cepas es
mucho més alta de lo esperado. En nuestro caso y como se indica en el datos entre
paréntesis de la Tabla 6, los titulos de AcN obtenidos con la propia cepa WC3
tueron hasta 16 veces mayores a los obtenidos con cepa INDIANA, (VMA). El
limite serolégico establecido para considerar cepas homologas o relacionadas entre
sf, es de una diferencia de menor o igual a 20 veces, entre titulos de AcN [17, 18,
122, 123, 1247]. A pesar de estar dentro del rango de homologfa establecido, no se
esperaba el nivel de discrepancia entre los titulo AcN obtenidos. Inclusive porque,
en estudios anteriores [72, 82, 125, la diferencia entre cepas G6P7[5] y
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G6P6[ 17 y sus antisueros al ser retados es de 2 a 10 veces, a pesar que estas cepas
no comparten el mismo serotipo P.

En vista de estos resultados y a manera de ampliar un poco mas el estudio sobre
este punto, se tomaron los suero patrones positivos (INTA) los cuales provienen
de cobayos inoculados con INDIANA y se les determino el titulo de AcN que
presentaban para ambas cepas. El titulo obtenido para WC3 fue igual que el
obtenido para la cepa INDIANA de la cual se originé. Aparentemente nuestros
antisueros WC3 (sueros vacunales) son mas sensibles a la cepa Homologa
INDIANA, que los antisueros INDIANA en la situacién contraria, es decir se
presenté una relacién antigénica de un solo sentido, teniendo el antisuero
INDIANA una més amplia actividad neutralizante.
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Tabla. 6. Titulos de Anticuerpos neutralizantes homélogos y heterélogos de sueros cobayos
inmunizados con las 8 vacunas formuladas.

Titulo de AcN de antisuero WC3 por RFF

VMA VMO VPO

11469+ 3010 26624% 6144 119232159

717 £ 188 2048t 474 711126

(16) (13) (15)

Titulo de AcN de antisuero WC3 por DE;,

VMA VMO VPO

3948+ 751 8690 t 1462 5227 +1210

87 £24 181 12 157 £12

(45) (48) (33)

Los valores entre paréntesis representan el niimero de veces mayor que fue el titulo en el ensayo
con WC3 comparado con la cepa a estudio.

4.3.4.2 Cepa RBV B223

Con respecto a la comparacién de los titulos de AcN en los sueros de cobayos con
una cepa heteréloga como la cepa B223, la diferencia entre titulos de AcN fue hasta
de 48 veces mayor. Esta medicién se realizé solamente a través de DE50. Estos
resultados concuerdo a los obtenidos por Parrefio y colaboradores 2009 [817] en
estudios anteriores, donde no existe un reaccién cruzada entre cepas heterélogas
(G6 P[5] vs G10P[11]) en sueros de cobayos vacunados. Nuestros sueros
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presentaron el patrén caracteristico de seroneutralizacién, cuando son desafiados
con una cepa de genotipo diferente a la cepa que les dio origen.

Por motivo de falta de tiempo no se pudo realizar RFF para estas valoraciones. A
pesar de ser DE;o una técnica menos sensible, los resultado obtenidos por esta
tueron homogéneo y consistente (a diferencia de lo ocurrido con INDIANA) lo que
también ayudo a tomar los datos obtenidos como resultados definitivos.

4.3.5 Evaluacién de la respuesta de Anticuerpos anti-RBV en bovinos
vacunados.

Como manejo preventivo contra el sindrome de diarreas neonatales en terneros se
recomienda dos vacunaciones en el tltimo tercio de la gestacién [87, 387). Debido a
problemas en la coordinacién de la realizacién de este ensayo en bovinos, ocurrié
retrasos en las fechas de inmunizaciones de las hembras prefadas, solo pudiéndose
lograr la vacunacién entre los dias 20 y 25 dias antes del parto. No se realizé
revacunacion. Posterior a eso todo el ensayo se realiz6 con total normalidad. A
medida que se iban recolectando las muestras se precedié a:

» La Medicién de titulos de Ac IgG totales en muestras de: suero de las
madres y terneros, muestras de calostros y leche de las madres y muestras
de materia fecal en terneros, por la técnica de ELISA

» La Medicién de Titulos de AcN para cepa WC3 y B223 en muestras de
sueros de las madres y terneros por la técnica de DE5o

» Detecciéon de antigeno RVB en muestras de materia fecal de ternero por la
técnica de ELISA KERI

4.3.5.1 Muestras de Calostro y Leche.

Como indica la Tabla 7, el anélisis de las muestras de calostros a las 48 horas post
nacimiento (PN), mostré que el promedio de los titulos de IgG totales anti-RVB en
las hembras vacunadas (196608), fue 12 veces mayor al obtenido en las hembras
controles (16384). No se pudo realizar un anélisis estadistico debido al bajo nimero
de animales por grupo.

Se pudo observar también diferencias a nivel de secrecién de IgG en la leche. En
las muestras tomadas en los dfas 7 15 y 21 post nacimiento (PN), el promedio de
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titulos de IgG totales fue superior en las madres vacunadas con respecto al
promedio de las madres no vacunada ver Tabla 7. Para el dfa 15 y 21 PN las
hembras vacunadas presentaron un promedio de titulos de IgG de 1024 y 768
respectivamente, mientras el promedio del grupo control para estas dos fechas el
cual fue 40 para ambos dfas. El titulo de Ac de las madres vacunadas fue superior
para el dia 15, 26 veces y para el dia 21, 19 veces. En la Figura 19, podemos
observar graficamente como decae el titulo de Ac IgG anti-RVB en la leche durante
el transcurso del tiempo PN.

Cabe mencionar que desafortunadamente no se pudo lograr organizar grupos
homogéneo de vacas con respecto a la edad y el ntimero de parto por poca
disponibilidad de hembras prefiadas para el ensayo. En el inicio del mismo se tomé
como controles a dos animales que habfan parido ese mismo dia y sin dar
oportunidad a realizar una mezcla de hembras jévenes y hembras con mayor edad
por grupo, manera de balancear el efecto de la edad y el nimero de parto que se
ejerce sobre la cantidad y calidad del calostro producido [52, 53, 567.

El grupo control estuvo conformado por dos hembras adultas con 8 y 4 partos
anteriores. El grupo vacunado estuvo conformado por 2 vaquillonas (1 parto) y una
vaca adulta (8 partos anteriores). Este escenario pudiera estar en cierto modo
aventajando al grupo control, a pesar de haber un nimero pequefio de animales por

grupo.

Tabla7. Promedio de titulos IgG de bovinos anti-RVB en muestras de Calostro y
Leche

Titulos de

Grupo Titulos de 1gG en leche
IgG en

Experimental
Calostro (7dias PV)

(15 dias PV) (21 dias PV)

Grupo Control 16384 ND 40 40

Grupo
196608 3072 1024 768
Vacunado

ND no determinado
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@ Calostro del Grupo Vacunado
—&— Calostro del Grupo Control

Promedio de
ttulos de IgG en 35
logso

48 horas PN
7 Dias P

15 Dias P
21 Dias PN

Figura 19. Comparacién entre los promedio del log10 de los titulos de IgG obtenidos en
calostro y leche de los dos grupos experimentales. Los valores estdn expresados en log;,. Los
valores para punto estdn indicados. Para el dia 7 PN del grupo control se colocé un titulo de IgG
de 250 el cual va acorde con el grado de disminucién de los titulos observados para el grupo
vacunado para ese momento, a manera de poder realizar la grafica.

4.3.5.2 Suero de las Madres.

En las muestras de sueros de las madres vacunadas se observé un nivel de
seroconversién de 18 veces mayor entre el titulo de IgG pre vacunacién (PrV) y el
titulo al dfa 45 post vacunacién (PV). Determinando los promedios en base a logo,
de los titulos de IgG totales, al calcular la diferencia entre los dos obtenemos un
valor de 1,4 en el nivel de seroconversién. Esto se compara con lo establecido por la
secciébn de Virus Entéricos — INTA, donde a través de estudios previos,
establecieron un valor de 0,75, como minimo valor de logo de seroconversién que
debe producirse en las hembras prefiadas vacunadas entre los dfas 0 y 60 PV. Ante
una vacuna que genere una seroconversién vacunal igual o por encima de este
nivel, se puede decir que la potencia vacunal de ese lote es satisfactoria. (Dra.
Parrefio, comunicacién personal). Como podemos observar nuestra vacuna doblo en
valor del limite establecido. Tabla 8.
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Tabla 8. Nivel de Seroconversiéon obtenido en las Hembras Madres Bovinas Vacunadas

Titulo de IgG Titulo de IgG

N2 del Animal
totales Prv totales PV

Madre 37 1024 65536
Madre 14 1024 16386

Madre 611 4096 65536

Promedio (log,,) 2048 (3,3) 49153 (4,7)

Diferencia entre dias 0 y dias 45 PV =1,4

Lamentablemente por los contratiempos ocurridos al inicio de este ensayo no fue
posible obtener muestras homologas a las muestras PrV, en las madres no
vacunadas. Por motivos de manejos de los animales, solo fue posible obtener
muestras de sueros de las hembras no vacunadas para el dia 45 PV donde se volvi6
a sangrar todas las hembras que constituyeron el ensayo. Los titulos de IgG que
present6 este grupo para esa fecha de toma de muestra fue de 4096 para cada
animal.

Si comparamos el promedio de los titulos de IgG al dia 45 PV entre los dos grupos,
el promedio del grupo de hembras vacunadas fue 12 veces superior al grupo control
de hembras no vacunadas.

Al medir los titulos de AcN a través de DEs;o podemos observar en los animales
vacunados como va ascendiendo los titulos en los dias posteriores a la vacunacién
y al comparar el dia 45 PV con el suero PrV de este mismo grupo, vemos un
aumento 8 veces. Al compararlos con el promedio de AcN de los animales controles
para la misma fecha (dfa 45 PV), ocurrié un aumento de 7 veces. Tabla 9.
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Tabla 9. Promedios de titulos AcN e IgG en suero de las Hembras Madres Bovinas

Titulos de Anticuerpos

Grupo

. Prv 21 dias PV* 45 dias PV
Experimental
AcN IgG AcN IgG AcN IgG
Grupo Control ND ND ND ND 1183 4096
Grupo Vacunado 987 2048 4077 40961 7840 49153

Abreviaturas: ND no determinado. El signo * estd indicando el momento del parto. Los titulos de AcN se
determinaron por DE;. Los titulos IgG se determinaron por ELISA.

Para el momento del parto y de la produccién de calostro, el promedio de los titulos
de IgG habia aumentado 20 veces con respecto al promedio de los titulos de suero
PrV. Determinando el promedio del logio de estos titulos, el aumento fue de 1,3, es
decir ya para el momento de la produccién del calostro, la vacunacién habia
superado los niveles minimos de potencia establecidos, a pesar de que la vacunacién
ocurrié tardiamente, dejando solo 21 difas entre la inmunizacién y el parto, y no
los 60 dias que son recomendados para este proceso.

Con respecto a los anticuerpos AcN, la vacunacién produjo un aumento de 4 veces
entre el suero PrV y el suero obtenido al momento del parto.

4.3.5.3 Suero y Materia Fecal de los Terneros Nacidos.

Los resultados de estos andlisis realizados en suero y materia fecal de terneros se
resumen en la Tabla 10.

En los titulos de IgG de los sueros de ternero adquiridos via inmunidad pasiva
podemos observar la disminucién caracteristica de estos titulos en la primera

0
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semana de vida del animal, tanto en los terneros hijos de madres vacunadas como
los terneros hijo de las madres controles.

El nivel de titulos de IgG a las 48 horas es directamente proporcional a los titulos
de IgG presente en calostro ingerido. Por ende los terneros hijos de las madres
vacunadas (terneros 643, 644 y 386) demostraron tener mayores titulos de IgG a

las 48 horas y a los 7 dias PN, tanto en el suero como a nivel de excrecién en
materia fecal (MF).

Este grupo de terneros hijos de madres vacunadas (GV), tuvo una marcada
disminucién de entre 4 a 8 veces, de sus titulos de IgG, en la primera semana y en
las dos semanas posteriores este titulo se mantuvo estable.

Con respecto al comportamiento de los AcN, estos valores fueron mas plurales, a
pesar de que no ocurrié un aumento marcado en ninguna de las muestras tomadas a
través del tiempo, en algunos caso no hubo disminucién de los titulos de AcN
(ternero 643), en ninguno de los momentos y en otro si ocurrié una disminucién
considerable en las semanas posteriores.

Lo observado en el suero de los hijos de madres no vacunadas (terneros 136 y 641)
(GC) fue diferente. Posterior a la disminucién de los titulos de IgG en la primera
semana de vida ocurri6é un fenémeno de aumento esta inmunoglobulina. Para el dia
21 PN, los titulos de IgG aumentaron entre 16 y 64 veces al compararlos con los
titulos disminuidos del dia 7 PN.

Con respecto al nivel de IgG en materia fecal de los terneros, en el dia 15 PN los
terneros GC presentan niveles bajos IgG (16), uno de ellos ya presentaba este
titulo para el dia 7 PN. Los terneros GV, para el dia 15 PN presentaron un titulos
de IgG 16 veces mayores que los terneros controles. Solo se detect6 presencia de
IgG en MF hasta el dia 15 PN en todos los animales, independientemente del
grupo experimental.

En otro aspecto, ocurrié deteccién de Ag de RVB por ELISA, en las muestras de
MF de los terneros del grupo control, a los dias 7 y 15 PN en cada ternero,
concordando con la disminucién de titulos de IgG en MF que presentaron estos
animales.

Si analizamos todo el contexto podemos observar para el dfa 7 el ternero ntimero
641 presenta en MF un nivel bajo de titulos de IgG al compararlos con el resto de
los terneros ya sea de madre vacunadas o del grupo control. En esa muestra de MF
la cual posefa un aspecto diarreico, que podria catalogarse de nivel 2 segin la
clasificacién hecha por Parrefio, y colaboradores 2010 (847, (0, normal; 1, pastosa;
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2, semiliquida; 3, liquida) también se detecta presencia de Ag de RVB, por lo que se
deduce que animal se encontraba susceptible a la infeccién por RVB al no poseer un
nivel apropiado de proteccién a nivel intestinal. Es posible que la disminucién de
los titulos de IgG en MF, también deberse al consumo de los mismos a nivel
intestinal en un esfuerzo por neutralizar y detener la infeccién por Rotavirus [587.

La deteccién de los Ag RVB concuerda con el aumento de IgG a nivel sérico que
presento este ternero una semana después de la deteccion, para el dia 15PN.

El mismo escenario se presenté para el ternero 136 del GC, donde para la MF del
dfas 15 PN, presento caracteristicas de diarrea (clasificaciéon 2 [847]) (figura 21),
ausencia de IgG y deteccién de Ag RVB en la misma. También se observé aumento
de IgG en suero parael dia 21 PV en este ternero.

Se puede establecer que el fenémeno observado de aumento de los titulos de IgG en
los terneros GC, se debié que los animales entraron en contacto con el virus a nivel
de campo y de manera natural.
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Tabla 10. Comportamiento de las inmunoglobulinas en muestras de suero y heces de
terneros

Titulos de Anticuerpos en las Muestras

Grupo
Experimental 48 Horas PN

7 Dias PN 15 Dias PN

IgG IgG IgG
AcN lgG S AcN lgG S AcN lgG S AcN lgG S lgG MF
MF MF MF

21 Dias PN

GCTernero 136 1024 4096 1024 511 1024 256 2572 4096 16 O 4096 16384 NEG

GCTernero 641 1024 4096 256 134 256 16 O 4096 16384 16 6492 16384 NEG

CVAEGEGET RN 6492 || 65536 | 4096 511 4096 4096 643 4096 256 511 4096 NEG

CVAEGEGETEES 2043 || 16384 | 4096 2043 4096 1024 2043 4096 256 2572 4096 NEG

GV Ternero 386 ND ND ND 2043 16384 1024 511 1024 256 257 1024 NEG

ABREVIATURAS. GC: grupo control, GV: grupo vacunado, IgG S titulos de IgG en suero, IgG
MEF titulos de IgG en Materia Fecal, Signo de Q indica detencién de Ag de RVB, AcN titulo de
AcN determinado a través de DE50

Titulos Subrayados indican aumento de los titulos IgG debido a posiblemente por contacto con
RVB

En un anélisis més detallado de MF, podemos observar que para las 48 horas PN
existe altos niveles de excrecién de IgG via intestinal y que estos niveles son
proporcionales a los titulos de IgG presente en el calostro ingerido por cada animal
y al nivel de IgG séricas en terneros adquiridas por inmunidad pasiva. En la Figura
20, se observa la relacién que existe entre el nivel de IgG ingerido a través del
calostro o de la leche y la excreciéon de IgG en las heces. También se observa como
se relaciona la presencia de bajos niveles de IgG con la deteccién de Ag rotavirales
en heces.
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Titulos IgG totales en Calostro, Leche y Materia Fecal

Madre y ternero 136 GC
Madre y ternero 641 GC
Madre y ternero 643 GY
Madre y terero 644 GV
Madre y ternero 386 GV

7 dias

Horas y Dias Post Nacimiento

Figura 20. Comparacién entre los niveles de IgG ingeridos en el calostro y leche y los
niveles de IgG excretado en heces. La flechas verdes indican en que muestras de MI* hubo
deteccién de antigeno rotaviral. La estrella esta indicando que en el caso del ternero 386 a las 48
horas, donde no se pudo determinar los titulos de IgG en MF, se coloc6é el mismo valor que
presento la MI" para el dias 7 PN, a modo de ser menos confuso el gréfico.

Un hecho curioso es que no se detecté presencia de [gG en ninguna muestra de
heces al dia 21 PN, principalmente en los terneros GV, los cuales para esa fecha
estarfan consumiendo leche con titulos de IgG de entre 1024 y 256. Esto puede
deberse a una disminucién en la atencién de las tareas involucradas en el desarrollo
del experimento por parte de los cuidadores de los animales para finales del ensayo,
donde es posible que los terneros no se estuviera alimentando con la leche de su

propia madre, si no que en su lugar se alimentaran, con una mezcla de leche
realizada a partir de todos los ordefios.
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Figura 21. Foto que muestra a ternero N° 136 GC, con signo de diarrea al dia 15 PN, los cuales se
pueden observar en la regiéon posterior del animal.

4.3.5.4 Proteccion Heteréloga en Bovinos

Todos los sueros obtenidos en el ensayo de inmunizacién de esta especie fueron
retados a través de la prueba de seroneutralizacion DE;o con la cepa B223, con el
fin de medir la magnitud de la proteccién cruzada que se gener6 en las madres
vacunadas frente a una cepa de RVB heterélogas.

Los resultados obtenidos en nuestros sueros bovinos se pueden analizar en la Tabla
11. Si comenzamos el andlisis por el suero PrV de las madres vacunadas
observamos una diferencia de 8 veces mayor del titulo de AcN para WC3 con
respecto al del B223.

Al momento del parto se observa un aumento de los titulos de AcN para ambas
cepas. La diferencia para la cepa WC3 es de 4 veces y para los titulos de B223 en
PrV y al momento del parto, es de 8 veces. Esto indica una repuesta hacia la cepa

heterdéloga en la hembra vacunada a pesar de solo contener la vacuna antigeno de
WCs.
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Para el dia 45 PV disminuyo ain mads esta distancia entre los titulos de AcN de
WC3s y B223, siendo de 3 veces. Para esta fecha el titulo para B223, aumento 20
veces con respecto al titulo que presento en PrV. Para ese mismo momento las
madres no vacunadas a pesar de presentar titulos més bajos para estas dos cepas, la
diferencia entre ellos es de 3 veces, si tomamos en cuenta que estos animales nunca
han sido vacunados contra ninguna cepa de RVB, la diferencia entre estos dos
titulos es mucho menor a la observada en los sueros PrV de las madre vacunadas (8
veces) Una posible explicacién para este fenémeno, es la mayor de edad y nimero
de parto que posees el grupo control con respecto al grupo de los vacunados.

Si comparamos los titulos de anticuerpos para la cepa B223 entre el grupo
vacunados y no vacunados podemos observar un aumento de 7 veces en el grupo de
vacunados.a los 45 PV El mismo aumento se da para los titulos AcN de cepa WC3
al comparar las hembras vacunadas con las no vacunadas.

Tabla11. Promedios de AcN obtenidos en sueros bovinos (madres y terneros) frente a una
cepa homologa (cepa vacunal) y heteréloga.

Madres Bovinas (PV) Terneros (PN)

Prv 21 dias PV* 45 dias PV 48 horas 7 Dias 15 Dias

21 Dias

WC3  B223  WC3  B223 WGC3  B223  W(C3  B223 WC3 B223  WC3  B223  WQ3 B223

ND ND ND ND 1183 383 1024 331 319 128 3334 458 5294 331

987 128 4077 1024 7840 2572 4267 1022 1532 853 1066 426 1113 298

ABREVIATURAS: ND no determinado. AcN: Anticuerpos Neutralizantes, PrV: Pre vacunacién, PV: Post
vacunacién, PN: Post Nacimiento. El signo * est4 indicando el momento del parto.

Al analizar el comportamiento de los AcN tanto para la cepa WC3 como para B223
en los terneros, se observé para las 48 PN, una adquisicién de un nivel de AcN
acorde con los titulos medidos para el momento del parto, en el grupo de las
madres vacunadas. Por otro lado, asumiendo que las no vacunadas posefan el
mismo titulo de AcN en el parto, que a los 45 dias PV la adquisicién de AcN via
pasiva en estos terneros controles para estas dos cepas, fue acorde con los titulos
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de AcN presentado en las madres. También se mantiene la misma relaciéon de
diferencia entre los titulos de AcN para las dos cepas que posefa la madre para el
momento del parto. En el grupo de terneros GV, los titulos para ambas cepas van
disminuyendo en las primeras semanas de vida, ya para el dia 21 PN ocurrié
disminucién de 38 veces al compararlos con el titulo obtenido a las 48 horas.

El panorama es muy diferente para los terneros GC. Para las 48 PN presentan
niveles de AcN muy similares a los del suero de sus madres a los 45 dias PV. Para
el dfa 7 PN, se observa cierta disminucién de los titulos, pero ya para el dia 15 PN
ocurre un aumento, inclusive por encima de los presentados a las 48 horas,
principalmente para los titulos de AcN para la WC3. Este punto coincide con la
deteccion de Ag rotavirales en las muestras de MI a partir del dia 7 PN y con el
aumento de las IgG totales séricas para los dias 15 y 21PN, ocurridas en este grupo
control, que explicamos anteriormente.

Por ende, el contacto con la cepa de campo influyo también con el aumento de los
titulos de anticuerpos neutralizantes como era de esperarse. Este aumento sigue
avanzando en los dfas 15 y 21PN para la cepa WC3, a diferencia para la cepa B223
los titulos AcN aumentan pero no al mismo nivel que para la WC3 e inclusive para
el dfa 21 PN, disminuyen un poco. Por lo que para estos dfas la diferencia de los
titulos AcN entre estas dos cepas se hace mayor que la observada a las 48 horas y 7
dfas de nacidos.

En conjunto esto podria estar indicando que el posible genotipo de la cepa de
campo con la cual los animales entraron en contacto podria estar relacionada
serolégicamente con la cepa vacunal WC3 y no con la cepa B223.

A pesar que se gener6 cierto nivel de proteccién para una cepa heteréloga, este
siempre fue menor al obtenido para la cepa vacunal, aunque no se pudo comprobar
si existieron diferencias significativas entre estos resultados.
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5.1 PROCESO DE PRODUCCION DE LA VACUNA

Partiendo de 1a base donde 1a produccién uniforme de vacunas de gran calidad,

inocuas, potentes y eficaces requiere procedimientos de control de calidad, a lo
largo de todo el proceso de produccién, podemos decir, en términos generales, que

se obtuvo un resultado satistactorio en la produccién de la vacuna inactivada contra
el RVB, con la utilizacién de la cepa de RVB WCs.

Como primera estrategia para poder alcanzar esta meta, se procedié a conocer
todas las caracteristicas de multiplicacién y rendimiento viral que posefa esta cepa,
en la linea celular MA104, de manera de poder disefiar el mejor protocolo de
manejo, con el fin, de obtener los mejores resultados en cuanto a la produccién de
antigeno Viral.

La produccién de antigenos virales de calidad, es de suma importancia, ya que estos
implican iniciar la produccién de la vacuna con pronéstico favorable. Sin quitar
importancia a los procesos de inactivacién y formulacién, el contar con antigenos
de calidad al inicio del proceso de produccién, nos garantiza un alto porcentaje de
éxitos en el desempefio que tendra el producto en cuanto a eficacia y eficiencia
vacunal al momento de ser utilizado.

Pudimos observar en los ensayos de multiplicacién viral, una vez disefiado el
protocolo apropiado, un alto rendimiento en la produccién de suspensiones virales
con titulos iguales o superiores de 107 DITCso/mL, con un buen nivel de
reproducibilidad y de manera rapida. Y decimos rapida ya que, a pesar de que el
tiempo de 6ptimo de cosecha de estas suspensiones virales fue al 5to dia PI con
valores de M.O.I. bajos en cultivos estaticos, (figura 6) este tiempo se redujo, entre
2 a 3 dfas PI cuando se realiz6 la produccién de antigenos virales a mayor escala en
sistema Roller.

Estudios anteriores, [43, 81, 58, 100 y conversacién personal con Dra. Viviana
Parrefio, datos no publicados] han determinado que para que las vacunas
inactivadas contra RVB generen un buen nivel de proteccién tanto en la vacas
prefiadas como en los terneros neonatos, estan deben poseer suspensiones virales
previa al proceso de inactivacién con titulos iguales o superiores a 107 (UFF,
UFP)/mL. La mayorfa de las suspensiones virales generadas ya sea por cultivo
estacionario o cultivo sistema Roller, presentaron este titulo viral, como
mencionamos anteriormente. Esto concuerda con lo que establece Michelle Arnold
y colaboradores, 2009 [757], donde menciona que las cepas rotavirales de animales
usadas en los laboratorios crecen muy bien en lineas celulares continuas, llegando
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a producir de 107 a 10® UFP/mL. No es el mismo escenario con cepas rotavirales
humanas, donde pueden llegar a producir promedios de titulos virales de 2 a 3 log
por debajo de estos valores.

Ahora sabiendo que nuestra técnica de titulacién viral por dosis infectiva 50 %
(DITC:so), tue original y desarrollada para la realizacién de este proyecto de tesis,
nos vimos en la necesidad de corroborar su precisiéon en la medicién de titulos
virales. Al comparar los titulos obtenidos por DITC;, con los obtenidos por
Unidades Formadora de Focos (UFF), pudimos observar una alta correlacién entre
estos dos valores, a pesar que los valores de DITC;, fueron un poco més altos que
los obtenidos por UFF. La diferencia entre estos no fue mayor a 0,2 - 0,3 logo, lo
que en realidad no genera un alto nivel de sobreestimacién de los titulos virales por
DICTjs. Figura 7.

Esto es importante determinarlo, porque fue a través de DITC;o que se realizé la
titulacién de las suspensiones virales que fueron inactivadas para generar las
antigenos vacunales. En el supuesto caso que se hubiese sobreestimado los titulos
virales y que las suspensiones virales inactivadas contaran con titulos virales
menores a 107 DITC;,/mL, es muy probable que se hubiera visto afectada la
potencia vacunal, lo cual no ocurrié. Por otro lado la suspensiones virales a
inactivar tuvieron tftulos virales superiores a 107 DITCs0/mL (107* DITC:0/0,5
mL, se coloca 0,5 mL por formulacién) lo que pudo tacilmente amortiguar la falta
de eso 0,2 - ,03 logo, que se pudo haber sobreestimado, logrdndose asi, poder llegar
a la concentracién 107 DITCso/mL necesaria para generar los antigenos vacunales.

El conjunto de todos estos hechos, es importante tomarlos en cuenta en las futuras
generacién de vacunas inactivadas contra RVB.

Al comparar el comportamiento en cuanto a multiplicacién viral, y otros aspectos
de la cepa WC3, con las otras cepas de RVB, podemos decir que esta se encuentra
en un nivel intermedio entre las caracteristicas que presentan la cepa INDIANA y
la cepa B223. La cepa INDIANA tuvo un comportamiento més agresivo y mas
répido a la hora de generar efecto citopatico en las células MA 104, gener6 mayores
titulos virales por cada pasaje y presenté mayor resistencia a los proceso de
congelacién y descongelacién que las suspensiones virales pudiesen haber sufrido
durante la realizacién de los diferentes ensayos. Tabla 3

Por otro lado, a pesar que no trabajo con la cepa B223 por periodos prolongados
como en el casos de las otras dos cepas, se pudo observar que la B223 present6
mayor dificultad al momento de la replicaciéon viral y en la generacién de efecto
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citopatico. Ademds el aumento de titulos virales por pase fue menor al observado
con Indiana y WC3. La cepa WC3 tuvo un comportamiento intermedio con
respecto al nivel de agresividad, aumento de titulos virales por pase y resistencia al
proceso de descongelaciéon. Tabla 3

Un hecho curioso que vale la pena mencionar fue que aunque se observé menor
nivel de replicacién viral y en la generacion de efecto citopatico, en la cepa B223,
este comportamiento no fue tan marcado como se esperaba. Anteriormente se ha
reportado [857] para la B223 y otras cepas relacionadas, dificultad para crecer y
generar altos titulos virales en células MA104.

El control de la calidad de las vacunas siempre se ha basado en tres componentes: el
control de las materias primas, el control del proceso de produccién y el control del
producto final [1267]. Todas las materias primas utilizadas en la produccién
vacunal fueron homogéneas y debidamente caracterizadas de origen definido y
calidad aceptable (inclusive las simientes de la linea celular y de la cepa viral ya que
ambos fueron adquiridos a través de ATCC). Principalmente en aquellas de origen
bovino como Suero Fetal Bovino y Tripsina Bovina, se utilizé producto de marcas
mundialmente reconocidas (SIGMA, Gibco) que garantizan un producto libre de
agentes adventicios como bacterias, hongos, micoplasma u otros agentes virales
que puedan afectar a estas especies. Aparte también se les realizo controles de
esterilidad propios.

Por otra parte la creacién de bancos de células bien caracterizados y de calidad
controlada, mejoraron el nivel de seguridad con el que se produjo la vacuna. La
creacién de crioviales con alicuotas homogéneas tanto del Banco Maestro como el
Banco de Trabajo de células, permitieron una mayor reproducibilidad de los
trabajos fabricacién del producto, disminuyendo el riesgo de variabilidad del
sustrato biolégico entre las etapas de produccién y proporcionando una fuente
constante de material de partida homogéneo y libre de contaminantes adventicios,
lo que garantiza para el futuro en una produccién uniforme de lotes de vacunas.
Ademas los Bancos de Trabajo de células, proporcionan sustrato biolégico
caracterizado y controlado para la elaboracién de ensayos biol6gicos que participan
en la evaluacién de potencia de la vacuna, eficacia de la vacuna, toxicologfa y
deteccién de agentes adventicios en subproductos o en la formulacién final.

Los mismos beneficios son recibidos con la generacién del Banco Maestro y Banco
de Trabajo de semilla viral, elaborando crioviales con alicuotas homogéneas para la
cepa WC3, asegurando la uniformidad de la misma y evitando riesgo de
contaminacién en la produccién de la vacuna.
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Otras de las acciones tomadas para garantizar la calidad de la produccién fue la
caracterizacién de la cepa vacunal a través del método molecular RT- PCR
Heminested Multiplex. Este se realizé a nivel del pase que darfa origen al Banco
Maestro de semilla viral, de manera de elaborar este control en la etapa mas
temprana posible de multiplicacién viral. Se obtuvo un resultado satisfactorio,
comprobandose que nuestra cepa WC3 poseia el genotipo indicado para ella (G6
P[57) y que no presentaba posible contaminacién con otras cepas Rotavirales de
genotipos distintos.

En el restos de los controles de seguridad realizados en las distintas etapas de la
producciéon (pruebas de esterilidad, deteccién de micoplasma, control fenotipico y
genotipico de las linea celular y de la cepa viral, control de inocuidad del antigeno
inactivado) se obtuvo resultados satisfactorios. En general podemos resumir que la
produccién de la vacuna, se realizd, en 6ptimas condiciones y con un alto nivel de
efectividad en los controles de seguridad. Ademads se conté con el asesoramiento de
personal altamente calificado, tanto en las buenas practicas de laboratorio, como en
la realizacién de pruebas de control, los cual minimiza los riesgos de
contaminacién y garantiza la obtencién de resultados confiables.

El hecho que en el Laboratorio Santa Elena tenga implementado todas estas
pruebas de control de calidad, como trabajo rutinario, logré que la produccién de
esta nueva vacuna contra el RVB, fuese wun proceso rapido, eficiente y sin
contratiempo alguno. Ha esto se sumé el uso de protocolos 6ptimos de fabricaciéon
de vacunas y el uso de materia prima no biolégica de alta calidad.

Con respecto a las formulaciones, cada tipo de vacuna generada se le coloco, el
volumen de antigeno adecuado que proporcionara como minimo una concentracién
viral antes de ser inactivada, de 107 DITCs0 /mL por dosis aplicada. Es importante
mencionar, que debido a los altos titulos virales que presentaron las suspensiones
virales a inactivar, se pudo generar una dosis vacunal de volumen bajo (3 mL) sin
necesidad de tener que someter a los antigenos viral por procesos de concentracién
y de purificacién. Tabla 4.

Normalmente estos procesos se realizan al elaborar vacunas inactivadas,
principalmente para evitar tener que administrar cantidades relativamente grandes
de preparados de virus no purificados para proporcionar antigeno suficiente, los
cuales contienen mucho material de las células huésped, lo que pudiese provocar
efectos colaterales indeseables[1277]. Nuestros 3 mL de dosis poseen en conjunto,
el adyuvante, el antigeno viral y diluente, lo que nos indica la buena calidad del
antfgeno inactivado, ya que con voltimenes de entre 0.25 mL a 0.5 mL se aportaba
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la cantidad suficiente de masa antigénica vacunal. La dificultad se present6 al
formula la vacuna polivalente oleosa, la cual posey6 antigeno para WC3 y otros
virus lo que redujo la capacidad del volumen para este antigeno. Aun con los 0,25
mL colocados en la formulacién se colocé la cantidad necesaria de masa antigénica
vacunal para generar una respuesta inmune adecuada. Tabla 4.

Una ventaja de disefiar dosis con volumen bajos se obtiene al disminuir los efecto
adversos que pueden generar las vacunas oleosas en los animales vacunados. A
menor volumen de inoculacién, menor es el riesgo de desarrollar inflamacién
crénica, ulceracién de la piel, absceso local o desprendimiento de tejidos. El uso de
voliimenes mas pequerios en cada lugar de la inyeccién han sido uno de los manejos
eficaces en la eliminacién de las complicaciones post-vacunacién.

5.2 ESTANDARIZACION DE METODOS

Cuando nos referimos a la validacién de una técnica, lo que se trata es de demostrar
pruebas reales de que el sistema cumple lo previsto. Por ende, se optimizan los
reactivos y protocolos para detectar la sustancia analizable, (antigenos de RVB y
anticuerpos IgG anti — RVB), con exactitud y precisién, garantizando la
repetibilidad y reproductibilidad del ensayo. Esto es de suma importancia ya que a
partir de la validacién de un método, se toman por confiables y validos todos los
resultados obtenidos a través de este. Cuando se trata de un método que es
utilizado en la medicién de la calidad de las vacunas, estos resultados sirven para
conocer y comprender de una situacién dada, por lo que se analiza si todo va acorde
a lo esperado o si por el contrario, hace falta realizar algunas acciones o ajustes en
los préximos pasos

Deteccion del antigeno rotaviral

La principal ELISA utilizada para la deteccién de antigeno de Rotavirus en
muestras de suspensién viral, suspensiones vacunales y muestras de heces bovina
tue el ELISA KERI, la cual fue reproducida siguiendo estrictamente el protocolo de
elaboracién y reactivos biolégicos suministrado por la seccién de Virus Entéricos
del Instituto de Virologfa del INTA.

La técnica de ELISA para la deteccién de antigeno de Rotavirus implementada en
esta tesis, fue desarrollada con el fin de dejar puesto a punto el método, bajo las
caracterfstica y requerimientos particulares del laboratorio Santa Elena, de manera
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que para la elaboracién de futuros lotes de esta vacuna cuente con la técnica ya
estandarizada e implementada. Como ya hemos mencionado anteriormente esta se
derivé del ELISA KERI y utilizo esta altima como referencia para la validacién de
sus resultados. Como podemos observar en los resultados, al comparar los datos
obtenidos con estos dos métodos, vemos como la ELISA para la detecciéon de
antigeno de Rotavirus implementada en esta tesis, posee en sus valores de densidad
6ptica un menor nivel de inespecificidad a compuestos de las muestras analizadas
que puedan servir de interferencia. Esta técnica es un poco mas sensible que la
ELISA KERI, si quitarle meritos a esta tltima. Esta mayor sensibilidad se puede
observar principalmente en las muestras débilmente positivas, donde se obtienen
valores de DOc por encima y mas distantes al punto de corte. Figura 11.

Proponemos que esto pudo deberse a la utilizacién de anticuerpos policlonales
adquiridos comercialmente, para la etapa de sensibilizacién de la placa. Estos
poseen un mayor nivel de purificacién, lo que evita que otros componentes de los
sueros donde fueron obtenidos, reaccionen inespecificamente con sustancias
potencialmente interferentes que puedan estar presentes en las muestras. A
diferencia de esto, en ELISA KERI para esta etapa, utiliza suero completo de
cobayo hiperinmune a RVB, como captura positiva, y como captura negativa utiliza
suero de cobayo completo negativo a RVB.

Otra diferencia radica en la utilizacién de un policlonal anti RVB ya conjugado, en
el ELISA implementada para la tesis. La ELISA KERI, utilizan un sistema de
deteccién indirecto donde colocan como anticuerpo secundario IgG semipurificada,
obtenidas a partir de sueros de bovino hiperinmune a RVB. Posteriormente colocan
el anticuerpo conjugado anti IgG bovinas. Este sistema tiene una mayor
sensibilidad en la deteccién, por presentar una amplificacién de sefial debida a la
unién de dos o mas anticuerpos conjugados por cada secundario, en comparacién a
cuando se utiliza un solo anticuerpo secundario conjugado.

A pesar de este punto, la ELISA implementada para la tesis, presenta un leve
aumento en la sensibilidad. Es posible que no exista una mayor diferencia en el
nivel de sensibilidad entre estas dos técnicas, debido a que cada uno de los puntos
expuesto anteriormente puede contrarrestarse en sus efectos.

Se puede proponer para aquellos casos de diagnéstico donde una muestra analizada
arroja un resultado confuso entre ser negativa o débilmente positiva, una opcién de
realizar una ELISA donde se utilicen para la sensibilizacién de la placa, policlonales
de alta calidad adquiridos comercialmente y donde se utilice un sistema de
detencién indirecto. Con estas dos aplicaciones, seguro habrda aumento de la
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sensibilidad de la prueba y capaz se logre una mejor determinacién de la condicién
real de la muestra problema.

Es importante mencionar, a pesar de haber obtenido resultados consistentes con
cada una de las muestras patrones, en la ELISA implementada para la tesis, estos
resultados podrian tomarse solo como preliminares debido al bajo nimero de
repeticiones realizadas. Debe repetirse el ensayo un mayor ntmero de veces y
probarse con otras muestras identificadas previamente por ELISA KERI, para
poder dar una alta credibilidad a este ensayo.

Evaluacién de la masa antigénica vacunal

El disefio del ensayo para la evaluacién de la masa antigénica vacunal fue propio del
proyecto de tesis. Al comparar la masa antigénica vacunal adsorbida por el
adyuvante, con una suspensién de titulo viral semejante al de la suspensién viral
que dio origen a los antigenos vactnales, se trat6 de determinar si el proceso de
inactivacién viral y de formulacién de la vacuna afectaba la capacidad antigénica de
las proteinas virales para ser reconocida por la prueba de ELISA y de generar una
repuesta inmune adecuada en el animal vacunado. Figura 10.

De haber una disminucién en la medicién de masa antigénica vacunal a través de
esta técnica podria deberse a:

» Degradacion de los epitopes antigénicos de las protefnas virales durante el
proceso de inactivacién, disminuyendo la capacidad antigénica de la vacuna.
Este era uno de los principales problemas que ocurre cuando se realiza el
proceso de inactivacién usando formaldehido [61, 143, 144].

» El proceso de adyuvado no ocurrié adecuadamente, existe poca cantidad de
antfigeno adyuvado. Este factor también disminuye la capacidad
inmunogénica de la vacuna. Si este fuese el caso, debera detectarse antigeno
rotavirales en el sobrenadante de la vacuna al ser analizado por ELISA.

Como se menciond en el capitulo de Resultados, esta prueba resulto satisfactoria. Se
detect6 iguales concentraciones de antigenos rotavirales, en la suspensién viral y
en la masa antigénica vacunal adyuvada.

Este es otro indicio que se ejecuté una labor eficiente y de alta calidad en los
procesos de inactivacién y formulacién de las vacunas. Al menos se pudo
comprobar de forma experimental para el caso de la vacuna monovalente Acuosa.
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Estos resultados poseen un cierto grado de extrapolacién hacia las vacunas
oleosas, ya que estas, contienen el mismo antigeno inactivado, aunque el adyuvante
y el proceso de formulacién son diferentes al adyuvado con hidréxido de aluminio.

Si existié alguna falla en la concentracién o alguna alteraciéon de la reactividad de la
masa antigena en estas vacunas oleosas, a pesar de no haberse ejecutado este
ensayo sobre las mismas, esta falla repercutiria en la respuesta inmunolégica de los
cobayos al ser inmunizado con estas vacunas. Es el mismo caso si hubiese
disminucién a la reactividad antigénica a nivel de alteracién y reconocimiento de
epitopes u otros, que afectase la generaciéon de respuesta humoral contra cualquiera
de las tres vacunas generadas, esto se detectarfa a través de la prueba de potencia
en cobayos.

Por ende, la medicién de la masa antigénica, es un adicional que se realiza al control
de inmunogenicidad de los lotes de vacunas. En estos dos ensayos radica la

capacidad de realizar una buena y acertada medicién de potencia en vacunas contra
el RVB.

Pruebas de Seroneutralizacion

Al igual que en el caso de la titulacién viral por DITCs, la seroneutralizaciéon (SN)
por dosis efectiva 50 (DEs;o) también es original y fue desarrollada para este
proyecto de tesis. Por ello nos vimos en la necesidad de validar la presién de
nuestros resultados a través de otra técnica, como fue en este caso la técnica de
Reduccién de Focos Fluorescentes (RFF). Durante esta comparaciéon de los sueros
de cobayos al dia 60 PI, pudimos observar una mayor sensibilidad y especificidad
por parte de la RFF, con medicién de titulos de anticuerpos neutralizantes (AcN)
de hasta 4 veces mayores a los detectado por DE . Figura 12.

Cabe mencionar que los Ensayo DEso, suelen medir el nivel de proteccién que
puede ofrecer un suero a través de estrictos criterios de presencia o ausencia de
efecto citopatico. También son menos eficaces para proporcionar mediciones mas
cuantitativas del nivel de anticuerpos, tales como la concentracién de suero que
pueden inhibir el 70 0 90% de la infeccién [1287]. La determinacién del nivel de
proteccién en los pocillos puede llegar a ser dificil, ya que se basa principalmente en
la morfologia que presentan las células, por lo que las interpretaciones pueden
llegar a ser subjetivas. Este problema puede ser mas grave cuando diferentes
investigadores estdn involucrados en la interpretaciéon. Muchas de estas
desventajas del método DEsw son reducidas al aplicar metodologias mas
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cuantitativas y mas exactas como SN por reduccién de unidades formadoras de
placas o por RFF.

Para nuestro caso, para la prueba DE;,, solo se consideraba el pocillo que
neutraliz6 al virus cuando el mismo no presentaba ningtn efecto citopatico, lo que
conlleva a no contabilizar aquellos pocillos que neutralizaron medianamente al
virus, por lo que se generé a una mayor exigencia al momento de calcular el titulo
de anticuerpo por Reed y Muench [877]. Se decido optar por este criterio medicién,
como una manera de realizar lecturas més acertadas y disminuir la subjetividad que
podia ocurrir al momento de leer la prueba.

La sensibilidad de esta prueba se vio mas afectada para aquellos casos, donde el
suero problema presentaba altos titulos de AcN. Fue alli donde se observé la mayor
diferencia entre los titulos de AcN calculados por ambas pruebas, para un mismo

suero.

En general para los distintos grupos de cobayos vacunados, el promedio de titulos
de AcN obtenidos por DE;o, fueron menores que los obtenidos por RFF. Esto es
importante mantenerlo en cuenta para futuras mediciones de potencia vacunal de
los nuevos lotes de vacunas a producir, en caso de seguir utilizando este método.
Figura 12.

Una accién que puede aplicarse para aumentar la sensibilidad del método DE;o
podria enfocase en disminuir lo estricto del criterio de lectura de la prueba. Esta se
basarfa en tomar como no protegido solo aquellos pocillos que presenten intenso
efecto citopatico generalizado, con desprendimiento total de la monocapa. En casos
de que algtn pocillo presente cierto grado de efecto citopatico, pero no tan intenso
como el caso anterior, a los 5 dfas PI, (dia final de lectura), podria tomarse el mismo
como protegido, al momento de calcular el titulo de anticuerpo.

En todo caso, a la hora de medir potencial vacunal a través de producciéon de titulos
de AcN en animales vacunados, si los titulos son un poco subestimados, esta
situacién no es tan relevante, siempre y cuando el resultado de la prueba de
potencia no de insatisfactorio por este hecho. Situacién critica serfa si ocurriese lo
contrario, haya una sobreestimacién de los titulos de AcN, y la prueba de potencia
termine siendo satisfactoria cuando en realidad no es asi.

Para las vacunas inactivadas contra RVB, la prueba de potencia esta principalmente
regida por los resultados obtenidos a través del ELISA para la deteccién de
anticuerpos del isotipo IgG en suero de cobayos. Las pruebas de seroneutralizacién
son un complemento en la medicién de la potencia, que ayudan conocer mejor el
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panorama de proteccién generado en los animales vacunados. Solo con el analisis
en conjunto de estos dos los resultados, se puede determinar con certeza si la
prueba de potencia de un lote vacuna fue satisfactoria o no [1367].

5.3 MEDICION DE RESPUESTA SEROLOGICA EN COBAYOS
INMUNIZADOS

Respuesta de los IgG totales

Este ensayo de inmunizacién se realiz6 en todas sus etapas, bajos los criterios del
bienestar animal, siguiendo en la medida de lo posible, la aplicacién de
procedimientos bioéticos para reemplazar, reducir y refinar el ensayo con animales
(la regla de las tres R).

Todos los cobayos vacunados, independiente de la formulacién, desarrollaron una
6ptima respuesta inmune.

Como se mencioné en el capitulo de resultados la medicién de los titulos de IgG
totales en los sueros de cobayos vacunados, se realizé a través del ELISA
protocolo puesto a punto para la tesis. Al analizar el comportamiento de la
respuesta de IgG ante el proceso de vacunacién, lo primero que podemos
mencionar es el efecto que ejerce del tipo de adyuvante a esta respuesta.

Inicialmente se consideré que los adyuvantes tipos acuosos tenfan un efecto “depot”
y que retardaban la eliminacién del antigeno del punto de inoculacién. Sin
embargo, posteriormente, se comprob6é que estos adyuvantes incrementan la
inmunogenicidad a través de otros mecanismos: activando las células presentadoras
de antigeno, induciendo la produccién de citoquinas, de complemento [1297]. Esto
puede ser observado en los altos titulos de IgG que presento el grupo de cobayos
inmunizados con la vacuna monovalente acuosa (VMA), para el dia 30 post
vacunacién (PV). Para esa fecha fue el grupo con el promedio més alto de IgG. El
hecho de que los grupos de cobayos inmunizados con las vacunas con adyuvantes
oleosos, hayan tenido menores promedios de IgG para ese momento, puede
atribuirse al modo de accién de este tipo de adyuvante, donde la liberacién y
degradaciéon del antigeno mas lenta al localizarlo en el sitio de inoculacién, lo que
induce una reaccién inflamatoria que a su vez promueve su retencién [637]. Figura
14.
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Este escenario es totalmente distinto para el dia 60 PV. Para este momento el
grupo con mayor promedio de IgG es el grupo inmunizado con la vacuna
monovalente oleosa (VMO). Este presento una seroconversién mucho mayor entre
el dfa 30 y 60 PV, que la que desarrollo el grupo VMA. Obviamente el antigeno de
la VMO para el dia 60 PV tuvo més tiempo para ser liberado lo que hace que esté
disponible para estimular el sistema inmune durante mas tiempo, aumentando la
respuesta de los anticuerpos, en este caso de las IgG.

El hecho que el grupo VMA fue el que presento menor seroconversion entre estos
dos dfas y menor promedio de IgG para el dia 60, puede deberse al mecanismo de
acciéon de este adyuvante donde la liberaciéon del antigeno ocurre de manera mas
rapida alcanzandose ya para el dia 30 PV, el 80% del promedio final titulos de IgG.
Ademds, se ha clasificado al hidréxido de aluminio como un adyuvante de menor
acci6én inmunoestimulante en comparacién con los adyuvantes oleosos 130,131,
1327].

Con respecto al grupo inmunizado con la vacuna polivalente oleosa (VPO),
demostré un nivel de seroconversién alto entre los dias 30 y 60 PV, llegando haber
diferencia significativa a nivel estadistico entre estos dos promedios de 1gG._Esto
podria atribuirse a la presencia de varios antigenos en la formulacién vacunal. El
sistema inmunolégico esta bajo més presién para dar respuesta, por lo que al dia 30
se observa el menor promedio de IgG anti rotavirales para este grupo, en
comparacién con las formulaciones monovalentes

Cabe destacar que aunque el grupo VPO fue el que presento mayor seroconversién
entre los dfas 30 y 60 PV, en general los 3 grupos de cobayos presentaron aumento
de los promedios de IgG al dia 60 PV. Figura 14. Nuestros resultados coincidieron
con lo establecidos por estudios anteriores [137, 1387 donde determinan que en
cobayos el dia 56 PV, es el dia pico o de meseta para la respuesta de los anticuerpos
ante la vacunacién, aunque Parrefio y colaboradores, 2010 (1367, establecen para
los cobayos que este dfa, es a los 30 dias PV.

Por otro lado el hecho que esta vacuna haya sido formulada con una menor
cantidad de antigeno rotaviral WC3, parece influir en el nivel de respuesta IgG. Su
promedio de tftulos de IgG es menor al compararlo con el promedio obtenido por la
VMO, aunque no existe diferencia significativa entre estos dos valores. En la VMO
se colocé mayor volumen de antigeno inactivado al momento de la formulacién,
aunque siempre se mantuvo el mismo orden de magnitud de concentracién
antigénica para ambas vacunas (107 DITCso/mL).
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En estudios anteriores se ha demostrado que el cobayo es capaz de discriminar
significativamente entre las vacunas formuladas con diferencias en las
concentraciones de antigeno de 1 logio, mostrando tener buena repetitividad y
reproducibilidad [117, 136, 1397. Esta conclusién podria estar relacionada con el
hecho que el titulo infeccioso viral de los antigenos utilizado en la formulacién de la
vacuna, asi como el virus utilizado en los ensayo de seroneutralizacién se llevaban
a cabo utilizando diluciones en base a 10 [1367]. Habria que realizar méas estudios
para poder comprobar si el cobayo es capaz de discriminar entre las vacunas
tormuladas con diferencias en las concentraciones de antigenos menores a 1 logo,
o si quizés este efecto pueda deberse a posibles interferencias menores por parte de
los distintos antigenos presente en la formulacién vacunal.

A pesar de las diferencias en los promedios de IgG que presentaron los 3 grupos de
vacunas, todos ya sea al dia 30 o 60 PV, obtuvieron valores del promedio de IgG
expresado en logo, superiores al limite previamente establecido de 4,47 para ser
consideradas como vacunas satisfactorias (Dra. Viviana Parrefio, seccién de Virus
entéricos INTA. Datos no publicados). Figura 15. Esta observacién puede tomarse
en cuenta a la hora de disefiar el protocolo de inmunizacién de los cobayos, donde
con la toma de muestra a los 30 dias PV serfa suficiente para determinar el nivel de
potencia de la vacuna. De esta manera se ahorrarfa tiempo y dinero en el protocolo
de inmunizacién. Lo que se debe mantener en cuenta al reducir los tiempos, es el
alto nivel de seroconversiéon que presento la VPO para el dia 60 PV, sobre todo en
aquellos posible casos donde la potencia vacunas a los 30 dias PV no llegase a
alcanzar el limite satisfactorio. Esto es importante ya que la formulacién
polivalente oleosa es la de principal interés comercial.

Respuesta de los Anticuerpos Neutralizantes

Para el caso de la produccién AcN, también se observé mayores titulos de estos
anticuerpos para el dia 60 PV en comparacién con el dia 30 PV, existiendo
diferencia significativa entre estos dos valores, para todos los grupos de cobayos.
EL grupo VMA fue que presento el mayor nivel de conversién entre estos dos
puntos de muestreo, aunque para el dia 60 PV fue el que presento menor promedio
del logio de los titulos de AcN. Figura 16. Katz y colaboradores 1991 [1457,
encontraron baja produccién de titulos de AcN en ratones inmunizados con vacuna
inactivada del virus SemLiki Forest con adyuvante hidréxido de aluminio, en
comparacién con otras dos formulaciones la cuales presentaron adyuvantes
completo de Freund's y bromuro de dimetil-dioctadecil- amonio.
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De otra mano, para el dia 60 PV existi6 una diferencia significativa entre el grupo
VMA con respecto al grupo VMO. Este hecho puede atribuirse a la mejor accién
inmunomoduladora del adyuvante oleoso en comparacién con el acuoso. Otros
estudios han reportado una mejor accién de las vacunas con adyuvante oleoso en
cuanto a los indices de incidencia y morbilidad en comparacién con las vacunas con
adyuvantes acuoso como el hidréxido de aluminio durante la vacunacién a campo
del ganado bovino [140,1417.

Esta diferencia significativa no se observa entre el grupo VMA y el grupo VPO. El
grupo VPO también presento promedios del logio de los titulos menores de AcN
con respecto a los promedios del grupo VMO. Se vuelve a plantear como posible
causa de este fenémeno la menor cantidad de antigeno inactivado que esta
formulacién recibié, aunque no se descarta una posible interferencia menor entre
los antigenos que componen la vacuna.

Respuesta especifica de anticuerpos a las proteinas rotavirales

Al estudiar el nivel de reactividad de los anticuerpos generados por vacunacion,
hacia las proteinas rotavirales de la cepa vacunal pudimos observar, el aparente
reconocimiento de todas las protefnas estructurales del virién de RVB cepa WC3,
principalmente por parte los sueros que obtuvieron mayores titulos de anticuerpos
ya sean IgG totales o AcN. Figura 18.

El hecho que la vacunacién haya sido capaz de generar anticuerpos contra cada una
de las proteinas estructurales rotavirales de la cepa WC3, demuestra que los
determinantes antigénicos de estas protefnas no resultaron afectados por el
tratamiento de inactivacién viral y que la integridad estructural del virus completo
se conservo, a pesar de la inactivacion total del virus. Se puede comprobar la alta
eficiencia que presenta el BEI como inactivante viral, ejerciendo su accién a través
de la alquilacién de 4cidos nucleidos e inhibiendo la replicacién y no degradando el
tamafio de los componentes que contienen los determinantes inmunogénicos, como
puede ocurrir al usar formaldehidos o fenoles como inactivantes [61, 143, 144]. Un
estudio reciente demostré a través del Western Blot como la inactivacién viral con
tormalina de virus envueltos, conduce a una desintegracién total de la estructura
de los virus inactivados, después el tiempo necesario para una inactivacién eficaz

[1457.

Este resultado también demuestra el alto nivel antigénico e inmunolégico que
presenta las vacunas formuladas, ya que son capaces de generan repuesta inmune
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no solo hacia las protefnas principales y mas inmunogénicas del virus, sino de todas
en las protefnas estructurales virales en su conjunto.

Reaccién cruzada entre cepas homologas y heterologas a la WC3 en cobayos
vacunados.

Entre todos los resultados obtenidos a través de este ensayo, el que més se presta a
discusién es la alta diferencia encontrada entres los titulos AcN alcanzados por las
cepa WC3 y cepa INDIANA, las cuales presenta igual serotipo y genotipo de G6 P
7[5]. Tabla 6.

Entre los factores que pudieron influenciar este evento, podemos mencionar que
para la comparacién entre titulos de AcN entre cepas homoélogas y heterdlogas
siempre se han utilizado sueros hiperinmunes [837]. Sueros de animales
convalecientes o sueros no hiperinmunes, suelen no tener buenos resultados para
serotipificacién. Entra la duda de si nuestros sueros de cobayos a pesar de tener
buenos titulos de AcN, entran en la categorfa de sueros hiperinmunes. La
producciéon de sueros de este tipo, el virus no esta inactivado y es purificado a
través de algin gradiente de sedimentacién. Tambien se utiliza adyuvante mas
potentes como el adyuvante de Freud Completo [83, 1467].

Por otro lado, en un estudio anterior realizado por Naik y Butler, 1982 [1477],
también reporta diferentes cinéticas de neutralizacién en dos cepas de rotavirus
bovinos serolégicamente relacionadas (Cepa RVB UK y NI) donde plantea que este
tenémeno podria deberse al prolongado proceso adaptacién y pasajes en cultivo
celular que han sufrido la cepas.
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5.4 ENSAYO DE INMUNIZACION EN BOVINOS

A pesar de ser un ensayo que fue realizado con bajo nimero de animales y de no

poseer un disefio de trabajo muy elaborado, es mucha la informacién que se puede

aprovechar del mismo.

Entre los conceptos importantes que habria que tomar en cuentas antes de entrar

de lleno en la discusién estén:

» La vacunacién de las madres bovinas durante el Gltimo tercio de la gestacion

contra el RVB, genera proteccién contra esta enfermedad en el ternero
neonato [ 33, 74, 1007].

» Dado la temprana susceptibilidad de los terneros a la infeccién por RVB, los

anticuerpos pasivos localizados en la luz intestinal y adquirida a través del
calostro o de la leche juegan un rol importante en la proteccién contra la
infeccién y la enfermedad por RVB. Existe una alta correlaciéon entre los
titulos de anticuerpos anti — RVB en el calostro, en la cantidad que es

consumida por el ternero y en el nivel de proteccién que este adquiere al ser
desafiado con RVB [1487.

» A medida que progresa la lactacién y el calostro se transforma en leche

ocurre una marcada disminucién del contenido de inmunoglobulinas (Ig) en
estas secreciones, principalmente de la IgG1, para el caso de los rumiantes,
ya que esta es la Ig, predominante tanto a nivel del calostro como nivel de la
leche [52, 1487.

» La administracién de leche suplementada con calostro inmune de madres

vacunadas, induce protecciéon en el ternero contra el RVB de manera dosis
dependiente [84].

La mayor incidencia del complejo de diarrea neonatal en ternero ocasionado
por RVB ocurre entre la 1¢2 y 3¢ semana de vida [81, 33, 30]. La
susceptibilidad de la enfermedad estéd relacionada, con el decline dramatico
de los anticuerpos anti - RVB en la leche, principalmente durante la 1
semanas post parto, pero también puede estar relacionada por la limitada
proteccién local provista por el transporte reverso de IgG séricos a la luz
intestinal, sobre todo en terneros con bajos titulos de IgG séricos [1487.

Uno de los propésitos principales de este ensayo fue determinar qué nivel de titulos

de IgG era capaz de estimular la vacunacién a nivel del calostro y en la leche de las

hembras vacunadas, de manera de generar un panorama de cémo era el nivel de
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proteccién que recibia un ternero una vez que la madre era vacunada con nuestro
producto. Se escogié utilizar para este ensayo la formulaciéon VPO, por ser esta la
tormulacién de principal interés comercial.

Respuesta de la vacunacion en las madres.

Asi observamos mayores titulos de IgG totales en las muestra de calostro a las 48
horas post nacimiento (PN) y de leche a los 7, 15 y 21 PN, de las hembras
vacunadas con respecto a la no vacunadas. Tabla 7.

A nivel de calostro obtuvimos una diferencia de 12 veces entre los dos grupos. A
nivel de la leche se observé la tipica disminucién de titulos de IgG para ambos
grupos, aun asf, las hembras vacunadas presentaron titulos més altos de IgG hasta
de 26 veces (dia 15 PN). Cabe destacar que todas las madres ya poseian titulos de
IgG anti -RVB, de entre 1024y 4096, por lo que se puede concluir la existencia de
circulacién del RVB en el establecimiento. Tabla 8.

Por otro lado es posible no haber observado una mayor distancia entre los titulos
de IgG a nivel de calostro, debido a que el grupo control estuvo conformado por
vacas de mayor edad y nimeros de parto. Se sabe que estos dos factores influyen en
la cantidad y calidad de calostro producido [52, 537. De alli la importancia de
generar grupos balanceados al momento de realizar algin estudios, de manera de
disminuir en la medida de lo posible factores externos al estudios.

El rango de diferencia de titulos de IgG entre los grupos, fue mayor a nivel de la
leche, que a nivel calostral, por lo que se pudo obtener mejores beneficios de la
vacunacién en este punto. Tabla 7.

Esto es importante ya que estudios anteriores [ 84, 1487, han determinado que el
consumo de una leche suplementada con calostros con altos titulos de IgG1 por
parte de ternero las primeras semanas de vida le provee un adecuado nivel de
proteccién cuando es desafiado con RVB, donde no ocurre ningtn signo de
enfermedad entérica y la excrecién de virus a través de materia fecal es
dramdaticamente reducida. Por ello la administracién de leche suplementada con
calostro inmune a RVB proveniente de madres vacunadas con 2 o 8 dosis, durante
los primeros 14 dfas de vida del ternero es uno de los principales manejos que se
recomienda, (después de la vacunacién de las hembras prefiadas) para la
prevencién de este sindrome.
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La leche del grupo vacunado obtuvo promedios de IgG de 8072, 1024 y 768 para
los dfas 7, 15 y 21 PN respectivamente. En un estudio de Parrefio y colaboradores
2010 [84], comprueba que leche suplementada con titulos de IgG de entre 4096 a
1024 , administrada durante los primeros 14 dfas de vida, genera una proteccién de
80% a 37,5 % respectivamente, en los ternero al ser desafiado, con una dramatica
reduccién de la excreciéon viral a través de las heces y disminucién de la severidad
de los signo clinicos en aquellos que desarrollaron la enfermedad, Por otro lado
Saif y colaboradores 1983 [1487], demostr6 que leche suplementada con titulos de
IgG1 de 2413, administrada solo durante los primeros 7 dias de vida, genera en los
terneros desatiados, proteccién parcial contra el RVB con retraso en la aparicién y
disminucién tanto de la gravedad, de la duracién de la diarrea y de la diseminacién
del virus a través de las heces.

Si analizamos nuestros resultados podemos decir que nuestros titulos de IgG en la
leche se encuentran semejantes a los de los dos estudios mencionados. A pesar que
en estas investigaciones se basaron en mediciones de IgG1 podemos hacer tal
comparacién ya que el IgG1 representa como minimo el 80% de los IgG totales en
calostro y leche bovina. [52, 537]. Con un promedio de titulos de IgG de 3072 en la
leche durante la primera semana de vida, la cual es una de las de mayor
susceptibilidad, podemos decir que nuestros terneros hijos de madres vacunadas
(GV), se encontraban con una alta probabilidad de estar protegidos contra RVB.
Ha esto se suma el alto titulo de IgG que este grupo presento a nivel sérico, los que
participan también en la proteccién al ser transferidos hacia la luz intestinal.

En las semanas siguientes (15 y 21 dias PN) a pesar de disminuir titulos de IgG en
leche de las madre vacunadass, estos representan una proteccién al menos parcial
en los terneros contra RVB, la cual no esté presente en los terneros hijos de madres
no vacunadas (GC), por los bajos titulos de IgG que presentaron en la leche de
estas madres para esos momentos. Tabla 7.

Esto se puede corroborar en nuestros resultados, ya que ninguno de los terneros
GV presento sintomatologfa diarreica. Aunque no se realizé desafio viral, como una
medida de asegurar que todos los terneros entraran en contacto con el RVB,
pudimos observar presencia de sintomatologfa diarreica y excrecién de virus en los
2 terneros GC. Lo que abre la posibilidad que los ternero GV si hayan entrado en
contacto con el RVB a nivel de campo y resultaran protegidos a la enfermedad.
Tampoco se detect6 presencia de antigenos RVB en las muestras de materia fecal
(MF) de los terneros GV. A pesar de no haber realizado muestreo diario de este
material, los momentos recolectados fueron suficientes para detectar presencia de
estos antigenos en las muestras MF de los terneros GC.
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La leche producida entre los 7 a 30 dias post parto, posee en términos generales el
1% de los titulos de anticuerpos que estuvieron presentes en el calostro de las
madres vacunadas [1487. En madre no vacunada con bajos titulos de anticuerpos
anti- RVB, no es posible detectar estos anticuerpos en leche después de los 7 post
partos [1007]. La leche de las madre vacunadas se mantuvo con titulos de IgG de
alrededor del 1% de los titulos presentado en el calostro (196608), hasta el dia 15
PN.

Por otro lado la concentracién de Igs en el calostro es mayor de 4 a 10 veces que la
concentracién de Igs de suero de la madre al momento del parto [527] Al momento
del parto las madres vacunadas presentaron un promedio de titulos de IgG de
40960 es cual es 5 veces menor que el promedio de titulos de IgG presente en el
calostro. Este titulo IgG sérico aumento en las madre vacunadas 21 dfas PN. Por lo
que si se hubiese respectado en tiempo recomendado para realizar la vacunacién
antes del parto con las dos inmunizaciones correspondientes (60 y 30 dias antes del
parto), se hubiesen logrado mejores titulos de anticuerpos a nivel de calostro. Se ha
determinado una disminucién de la expresién de los receptores IFc de las IgG a
nivel de la glandula mamaria después de la fase de calostrogenesis, lo que
disminuye el nivel de IgG sericas que son transferidas hacia la leche [1517. Por lo
que las IgG presentes el la leche estan en un 70% producidas por el tejido linfoide
mamario, el 30 % restante tiene origen serico [ 54, 55 . El realizar revacunacién al
dfa 60 pre parto puede ayudar a contribuir que los titulos de IgG en leche puedan
mantener un buen nivel en las primeras semanas de vida del ternero.

En bovinos, solo con el efecto booster de la revacunacion, con una vacuna inactivada
oleosa, se puede lograr aumentar el doble o mas, de los titulos de anticuerpos que se
obtuvieron con la primo vacunacién [1507]. Por lo que si se realizara proyecciones
sobre los titulos de IgG que se pudieron haber alcanzado en calostro y leche al
realizar la revacunacién, se podria observar un mejor nivel de eficacia para la
vacuna generada.

A pesar contratiempos, la inmunizacién logro inducir altos titulos de anticuerpos
en calostro y leche. Con un adecuado plan de vacunacién nuestra vacuna pudiese
ser la mejor opcién para controlar la enfermedad en los hatos de carne, donde la
suplementacién de los terneros con calostro inmune, es dificil de aplicar por las
caracteristicas del manejo de rebafio que se realiza en eso tipos de establecimientos.

Por otro lado estos contratiempos tampoco afectaron el nivel de seroconversién
que presentaron las madres vacunadas al momento del parto y a los 45 dfas PV (1.3
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y 1.4 respectivamente). Estos valores, fueron mayores al establecido como minino
(0.75) para poder considerar a la eficacia vacuna como satisfactoria.

Respuesta de la vacunacion en los terneros.

Con respecto a las muestra de los terneros, el andlisis de las misma es complejo, y
debe realizarse en conjunto con todos los datos obtenido.

Iniciando con los terneros GV, estos alcanzaron titulos IgG a nivel del suero de
manera dependiente a los titulos de IgG presente en el calostro que consumieron.
Ocurri6 la caracteristica disminucién de los anticuerpos pasivos ya sean IgG o AcN
en las primeras semanas de vida. Los titulos de IgG excretado a nivel de MF
presentaron correlacién con los titulos de IgG séricos y con los titulos de IgG en la
leche. Tabla 10. De hecho estos pudieron provenir a partir de la leche consumida,
o a partir de la transferencia de IgG del suero hacia la luz intestinal, inclusive de
ambas vias. La principal via de eliminacién de los IgG1 adquiridos pasivamente en
terneros es la esta transferencia suero — luz intestinal. Aproximadamente el 70 %
de esta inmunoglobulina es eliminada por esta ruta [57].

No hubo deteccién de antigeno de RVB en ninguna de las muestras MF ni
presencia de sintomatologia de diarrea durante todo el ensayo. Por ende podemos
decir que los 3 terneros GV aparentemente fueron protegidos contra el desarrollo
de la enfermedad y excrecién viral de RVB.

El caso fue contrario para los 2 terneros GC donde estos presentaron signos
diarreicos y detecciéon de antigenos de RVB en las muestras de MF acorde con la
disminucién de los titulos de IgG en estas muestras, a nivel sérico y a nivel de la
leche con la que se alimentaron. Por lo que se traduce que estos animales al
momento de presentar el sindrome diarreico se encontraban en una posicién de alta
susceptibilidad a la enfermedad. En estudios anteriores se ha observado que
durante la excrecién del RVB en las heces también existe disminucién de los
titulos de IgG1 en las mismas [587. Figura 21.

El hecho de la disminucién de los titulos de IgG en las muestras de MF donde se
detecté antigenos de RBV puede deberse a la participacién de las misma en la
neutralizacién del virus y en la reduccién de su replicacién viral. Tabla 10.

El aumento de los tftulos de anticuerpos ya sean AcN o de IgG que presentaron
estos terneros posterior a la enfermedad, estad indicando el desarrollo una respuesta
inmunitaria activa. Parrefio y colaboradores, 2004 587, plantean que los IgG1 anti
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- RVB de la inmunidad pasiva, afecta negativamente a la respuesta inmune activa
de una manera dosis-dependiente. Por lo que claramente los terneros GC pudieron
desarrollar un respuesta inmune, pero acorde y limitada por los titulos de IgG a
nivel sérico e intestinales, que estos animales presentaron al momento de la
infeccioén.

Bajos titulos de IgG pasivos impiden el desarrollo de una adecuada respuesta
inmune contra RVB, a la vez que no son capaces de proteger al ternero de la
infeccién y del desarrollo de la enfermedad [587. De allf la importancia del proceso
de vacunacién en establecimientos como en el que se elaboré este ensayo, donde la
circulacién natural del RVB genera ciertos niveles de anticuerpos en las madres,
pero no lo suficientes para proteger al ternero del virus sin una previa vacunacién a
la madre.

Nivel de proteccion heterologa en las madres y terneros

Estudios anteriores han comprobado que la amplia respuesta inmune a diversos
serotipos de RVB en calostros y sueros bovinos puede deberse a un reflejo de
repetidas infecciones con los diferentes serotipo de RVB, a los cuales responde el
animal. [74, 82, 124].

Cuando realizamos este ensayo pudimos comprobar la generacién de cierto nivel de
proteccién cruzada para la cepa B223 la cual es una cepa heterologa para la WC3.
Al no haberse aplicado ningtin plan de vacunacién contra el RVB anteriormente en
el establecimiento, podemos aseverar que la produccién de AcN contra la cepa B223
en las hembras vacunadas se debi6 a la pre-existencia de inmunidad heterologa para
este subtipo.

Este nivel de proteccién fue siempre menor al nivel de proteccién generado hacia la
propia cepa vacunal. Por otro lado un hallazgo interesante fue el aumento
observado de los AcN principalmente hacia la cepa WC3, en los terneros GC
posterior a la infeccién por RVB que sufrieron los mismos. Este aumento no fue tan
marcado para la cepa B223, por lo que se podria pensar que la cepa de campo que

infecto a los terneros GC esta reaccionada serolégicamente al serotipo de la WC3.
Tabla 11.

Al mencionar que podria estar relacionada con la cepa WC3 nos inclinamos a
pensar, que estd relacionada mads especificamente con el tipo G6 de la WC3. Se
demostré que en Argentina, los subtipo P[57] predominan principalmente en los
establecimiento de produccién de carne, y los establecimiento tipo tambo (como es
en este caso), existe similar circulacién de G6 y Glo asociados a P[117] [1497].
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Existe una clara diferencia en la distribuciéon de los G/P tipos de RVB la cual es
dependiente del tipo de establecimiento [1497.

Esta particular distribucién de los genotipos se corroboro para Uruguay en un
estudio preliminar realizado, donde entre las zonas estudiadas, se encuentra
departamento de San José que es donde estd ubicado el establecimiento donde se
realizé nuestro ensayo [427]. En las muestras solo se detecté genotipos G6, G10 y
P [117. Todas estas muestras provenian de explotaciones tipo tambo. Basandonos
en estos hallazgo, es que nos inclinamos a pensar que la cepa de RVB que circula a
nivel de campo en el establecimiento del ensayo, esta principalmente relacionada
con el G6 de la WC3 y no con el P[5 de esta cepa. En acciones préximas e debe
realizar identificacién del genotipo de la cepa de RVB de campo que afecto al grupo
de Terneros GC a través de RT PCR heminested mutiplex.

A partir de lo anteriormente planteado, podemos ratificar la importancia, de la
inclusién de mas de un genotipo de RVB en la formulacién de la vacunal. Al menos
de cepas serolégicamente diferente como pueden ser la WC3 y B223. La proteccién
cruzada generada a partir de nuestra vacuna la cual posee una sola cepa de RVB en
su formulacién, no fue la mas adecuada. Al generar buenos titulos de anticuerpos
para varias cepas de RVB, aseguras un mejor papel protector del proceso de
vacunacién en los animales inmunizados, mas aun a sabiendas que genotipos de
RVB similares a las cepas vacunales incluidas, estan en circulando endémicamente
en la zona.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
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La inmunizacién de animales con vacunas de gran calidad es el principal medio de

control de muchas enfermedades animales. Estas enfermedades son tan diversas y
complejas como las mismas especies a las cuales pueden afectar. Por lo que el
desarrollo de una vacuna de uso veterinario es un esfuerzo econémico que toma
muchos afios. Hay muchos obstaculos que superar para lograr el desarrollo y la

puesta en marcha de una vacuna veterinaria.

Con el objetivo principal de esta tesis, se buscé iniciar el recorrido del largo camino
que representa colocar en el mercado uruguayo y regional, una nueva opcién de
vacuna contra el RVB, pero realizada en Uruguay. Esto solo se logra cuando se
cuenta con la pertinente autorizacién otorgada por las agencias oficiales de
regulacién y control de productos veterinarios. La autorizacién solo es expedida
cuando se garantiza que el producto cumple satisfactoriamente aspectos como
calidad, inocuidad y eficacia. En el desarrollo de esta tesis se aunaron esos
requerimientos necesarios para la obtencién de un producto con fines aplicados
junto al interés y aprendizaje académico que implica su realizacién.

A pesar de existir nuevas y mejores tecnologfas para la produccién de vacunas de
nueva generaciéon basadas en la genémica y proteémica, se decido iniciar la
investigacién en este campo de vacunas contra el RVB, con el uso de los métodos
de produccién clasicos, tradicionales y bien validados, con una vasta experiencia de
produccién y una larga historia de uso. A partir de los resultados aportados por
esta tesis, se podrd comenzar a diseflar nuevas propuestas para mejorar la calidad
del producto y muy posiblemente producir una vacuna contra el RVB de nueva
generacién. En esa perspectiva lo préximo a realizar debe ser la inclusiéon de otra
cepa de RVB, de genotipo distinto a la cepa vacunal WC3, de manera de ampliar el
nivel de proteccién generado en el bovino vacunado.

Principalmente porque aparte del genotipo de la WC3 G6 P[ 57, también circulan
otros genotipos serolégicamente no relacionados como el G10, el P[117,
posiblemente un G8, en diversas combinaciones. En nuestro ensayo de proteccién
heterologa en bovinos, a pesar que las madres vacunas desarrollaron cierto nivel de
AcN contra la cepa B223, este nivel de proteccién fue siempre menor al nivel de
proteccién generado hacia la propia cepa vacunal. De no incluir otras cepas de RVB
a la formulacién vacunal, siempre que realicemos vacunaciones, estaremos a
expensa del nivel pre-exitente de inmunidad heterologa, que posea el animal
vacunado, para que genere una buena respuesta inmune contra cepas distintas a la
cepa vacunal. En estos casos el nivel de respuesta heterologa estard influenciado
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por la edad del bovino, donde los terneros hijos las vacas mas jévenes y novillas,
estardn en desventaja.

Una cepa candidata adecuada para ser incluida podria ser la cepa B223, ya que
posee genotipo semejante a los circulantes principalmente en los establecimientos
tipo tambo, se tiene previa experiencia en su multiplicacién y titulacién y porque
presento bueno niveles de replicacién viral al realizarle pasajes, alcanzando titulos
virales acordes con los necesarios para generar antigeno vacunal.

Asi mismo remarcamos algo que puede ser obvio pero que se concluye del
desarrollo de esta tesis que es la importancia de realizar procesos de produccién de
vacunas con materia prima (biolégica o no),  homogéneas, debidamente
caracterizadas, de origen definido, de calidad aceptable y con garantia de
esterilidad. Por otro lado es importante también el uso de métodos establecidos y
bien estandarizados, la aplicacién buenas practicas de laboratorio y el uso de
equipos e instrumentos adecuados, que se encuentren en 6ptimas condiciones Por
ultimo, es fundamental contar con el trabajo y asesoramiento de un personal
altamente calificado, con experiencia en estas areas laborales. Todos estos factores
al ejercer su accién en conjunto, haciendo que el proceso de produccién de un lote
vacunal, sea eficiente, confiable y de alta calidad.

El disefio y la produccién de una nueva vacuna siempre estd acompafiado de un
robusto estudio cientifico sobre la caracterizaciéon de los mecanismos de infeccién
del patégeno y la naturaleza de la respuesta inmune frente a la infeccién en el
huésped, los cuales sirven como base para definir las pautas que debe cumplir el
proceso de vacunacién en los animales inmunizados. Durante esta tesis se cumplié
con esos procesos en forma satisfactoria.

En cuanto a la validacién de las técnicas realizadas en esta tesis, en general se trata
de demostrar pruebas reales de que el sistema cumple lo previsto. Se pueden
generar resultados experimentales de elevada reproductibilidad, pero si el proceso
de validacién del ensayo no se realiza de forma adecuada, dichos resultados podrian
poseer errores en cuanto al nivel de presencia o ausencia de la sustancia analizar
(analytes). En el desarrollo de esta tesis todos los ensayos a los cuales se les
considero como validados, se repitieron un ntmero de veces, con el uso de
diferentes muestras patrones, las cuales contenfan concentraciones distintas del
analytes y en situaciones variadas, a manera de poder detectar la posible existencia
errores en los resultados. Para el caso de la técnica de ELISA para la deteccién de
antfgeno de Rotavirus implementada en esta tesis, proponemos a futuro la
realizacién de més repeticiones con muestras de MF o suspensiones virales
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previamente analizadas por ELISA KERI. También proponemos la realizacién de
un posible interlaboratorio con la seccién de Virus Entéricos, del Instituto de
Virologfa del INTA — Argentina, de manera de aumentar la confiabilidad analitica
de todas las técnicas desarrolladas

Por otro lado, de los ELISA estandarizados para la tesis, ya sea para la deteccién de
Antigenos de RVB o para la deteccién de Anticuerpos IgG anti-RVB, se generaron
dos instructivos bajo el Sistema de Control de Calidad del Laboratorio Santa Elena,
para la elaboracién fiable y exacta reproducciéon de estos métodos.

En concordancia con lo establecidos por otros autores y con la seccién de virus
entéricos del INTA en Argentina, los cobayos funcionaron bien como sistema
biolégico, reaccionando con una alta y fina respuesta inmunoldgica, cuando son
inmunizados con vacunas contra RVB generada por este proyecto de tesis, al
realizar la determinacién de la potencia vacunal de la misma.

En el ensayo de potencia en cobayos, para el dia 60 post inoculacién (PI) la VMO
obtuvo mayores titulos de anticuerpos ya sean AcN o IgG totales, seguida por la
VPO. No hubo diferencias significativas entre los resultados de estas dos
formulaciones. La VMA fue la que presento menores titulos de anticuerpos para el
dfa 60 PI ya sea IgG totales o AcN. Existi6 diferencia significativa en los resultados
de AcN entre la VMA y VMO para ese momento. Las 8 vacunas superaron el limite
de potencia establecido para considerar la vacuna satisfactoria, para los dias 30 y 60
PV. Este limite fue establecido por la seccién de virus entéricos del INTA —
Argentina en estudios anteriores realizados sobre el nivel de correlacién entre
titulos de Anticuerpos en cobayos y titulos de Anticuerpos en bovino.

Ahora en vista que la VPO se obtuvo niveles de induccién de anticuerpos, ya sean
IgG o AcN, menores que la VMO, es importante realizar estudios sobre esta
tormulacién polivalente, para confirmar que no hay interferencia entre los
componentes individuales, es decir, que un componente no cause una disminucién
en la respuesta inmunolégica protectora de otro, en este caso del RVB. Esto es
particularmente importante, en la perspectiva de generar una nueva vacuna que
incluya otra cepa de RVB, y otros antigenos de los principales agentes causantes de
diarrea en terneros, entre los cuales se encuentra el Coronavirus Bovino y
antigenos de Escherichia colt.

Por otro lado, serfa interesante estudiar, si los bajos niveles de induccién de
anticuerpos se debieron a la menor cantidad de antigeno colocada en la VPO en
comparacién con la VMO y no a una interferencia antigénica. De ser clerta esta
hipétesis, se podria estar demostrando la capacidad del cobayo de diferenciar
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potencias vacunales entre vacunas que difieren de la cantidad de antigeno en menos

de 1logio.

Por tltimo los ensayo inmunolégicos vacunales, a nivel de campo estdn disefiados
para demostrar la eficacia en las condiciones de trabajo, y para detectar reacciones
inesperadas, que pueden no haberse observado durante el desarrollo del producto.

En este ensayo de eficacia vacunal a nivel de campo, la vacuna logro inducir altos
titulos de anticuerpos a nivel de suero, calostro y leche en las madres inmunizados,
con respecto a las madres controles. La presencia de titulos de anticuerpos IgG y
AcN, en todas las vacas del ensayo, indican la existencia de circulacién de cepas de
RVB en el establecimiento.

Los buenos titulos de IgG alcanzado por las madres vacunadas en la leche, se
mantuvieron hasta el dia 21 PN. Esto no ocurrié en las madres del grupo control.
En los terneros GV, se alcanzé un buen nivel de inmunidad pasiva, durante la
realizacién del ensayo ninguno de los terneros mostro sintomatologia diarreica ni
se detect6 antigenos rotavirales en las muestras de heces. En estas muestras de
detecto altos titulos de IgG hasta el dia 15 PN, lo que podria indicar la existencia
un buen nivel de proteccién contra el RVB a nivel intestinal. Los dos terneros GC,
presentaron sintomatologia diarreica y se les detecto antigenos rotavirales a nivel
de las heces los dias 15 y 21 PN con bajos titulos de IgG para esos momentos. Por
lo tanto los niveles de inmunidad pasiva y de proteccién contra el RVB fue
directamente proporcionales a los titulos de anticuerpos presente en el calostro y
leche de sus respectivas madres. En acciones préxima se debe realizar identificacion
del genotipo de la cepa de RVB de campo que afecto al grupo de Terneros GC a
través de RT PCR heminested mutiplex

Por otro lado en ensayos de este tipo, hay muchas variables no controladas que
pueden hacer dificil obtener buenos datos de eficacia. Aspecto como un buen disefio
de ensayo, creacién de grupo experimentales adecuado, una buena coordinacién
previa de los tiempos a necesitar para desarrollo del ensayo, y llevar a cabo el
mismo de manera meticulosa dia a dfa, hace que se puedan obtener mejores
resultados sobre la eficacia y el desarrollo en general del proceso de vacunacion.

Algunos de los resultados obtenidos en cuanto a los titulos de anticuerpos
generados en las madres vacunadas, pudieron no ser los més éptimos debido a fallas
en una buena coordinacién del ensayo. Como consecuencia puede haberse
subestimado el nivel de eficacia de la vacuna, al no respetar el tiempo adecuado para
la primovacunacién, al no haber realizado la revacunacién correspondiente y al no
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haberse generado grupos experimentales mas balanceados y con mayor nimero de
animales.

Por ello serfa adecuado repetir la experiencia, cumpliendo con todas las
caracteristicas anteriormente mencionadas, e introducir una variable méis como
podria ser la realizacién de la comparacién con otra vacuna contra el RVB que se
encuentre en el mercado actualmente.

Como conclusién final se puede decir, que se obtuvo un resultado muy satisfactorio
en la produccién de la vacuna inactivada contra el RVB, con la utilizacién de la cepa
de RVB WC3, en aspectos importantes como a nivel de calidad, inocuidad y
potencia vacunal, tanto a nivel de los cobayos como a nivel de los bovinos
vacunados.
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Produccién v Evaluacién de una
Vacuna Inactivada contra RVB

8.1 Constancia de elaboracién de Instructivos Bajo el Sistema de Control
de Calidad del Laboratorio Santa Elena para las técnicas de ELISA
estandarizadas para la tesis, ELISA deteccion de Antigenos de RVB y
ELISA para la deteccién de Anticuerpos IgG anti-RVB.
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