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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue determinar si el grado de pureza
alcanzado en las vacunas de uso convencional contra el virus de la
fiebre aftosa en Argentina interfiere con la interpretacion de los
estudios seroepidemiologicos destinados a confirmar la ausencia de
actividad virica, que se realizan como respaldo al reconocimiento de

zonas libres con vacunacion.
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La evaluacion de 168 series de vacuna para comercializar en
Argentina (2006-2012) y sometidas a control oficial en bovinos, asi
como las vacunaciones repetidas con vacunas de alta concentracién
antigénica en bovinos y en otras especies demostraron la no induccioén

de anticuerpos contra proteinas no estructurales (PNE).

Los resultados demuestran claramente que vacunas con potencia
satisfactoria no inducen una respuesta contra PNE, ni siquiera
forzando la respuesta inmunitaria mediante dosis mas concentradas
con un numero alto de valencias y protocolos de revacunacion a
intervalos mas cortos que los usados durante las campanas de
vacunacion. Estos resultados confirman que las vacunas aplicadas en
los planes de vacunacion sistematica poseen un grado de purificacion
antigénica compatible con las necesidades observadas a partir de los
muestreos seroepidemiologicos. Asimismo, estudios serologicos
ejecutados por el Servicio Veterinario Oficial (SVO) argentino
(Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria [SENASA])
en 2006-2011, con mas de 23 000 sueros/ano de bovinos incluidos en
el plan de vacunacién y destinados a confirmar la ausencia de
circulacion viral, revelaron un porcentaje promedio de resultados

reactivos del 0,05, compatible con la especificidad de las pruebas.

En conclusion, las vacunas producidas por métodos convencionales y
con comprobada potencia disponibles en Argentina estan
suficientemente bien purificadas, de forma tal que no interfieren con la
interpretacion de los muestreos seroepidemioldgicos que se realizan
como respaldo al reconocimiento de zonas libres de FA con

vacunacion.
Palabras clave

Actividad viral — Estatus sanitario — Fiebre aftosa — Estudios
serologicos — Proteinas no estructurales — Vacuna — Vacunas DIVA —

Vacunas purificadas.
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Introduccion

La fiebre aftosa (FA) es una enfermedad aguda y altamente contagiosa
que afecta a animales de pezuia hendida. Es la de mayor importancia
econémica del ganado por el impacto que ejerce en el comercio

internacional de animales y de sus productos.

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) establece en sus
guias el uso de medidas de control para que los paises o zonas
obtengan el reconocimiento de libre de FA con o sin vacunacion,
esencial para acceder a los mercados y colocar los productos y
subproductos de las especies susceptibles a la enfermedad. Para
obtener o recuperar el estatus de libre de enfermedad después de la
aparicion de brotes, los servicios veterinarios de cada pais deben
demostrar la efectividad de los programas de control y/o erradicacion
mediante una vigilancia clinica, viroldgica y serologica que asegure la
ausencia de casos clinicos y de infeccion o circulacion viral
asintomadtica, esta ultima particularmente cuando se aplica la

vacunacion.

En las campafias de seguimiento, control y erradicacion de la FA que
se aplican a zonas o paises que practican la vacunacion sin aparicion
de casos clinicos, los métodos serologicos que permiten detectar
anticuerpos contra las proteinas estructurales del virus no son de
utilidad, ya que detectan tanto los anticuerpos que se producen en los
animales después de la infeccion como después de la vacunacion.
Desde hace mas de una década, se cuenta con indicadores serologicos
que permiten la deteccion de anticuerpos contra proteinas no
estructurales (PNE) (1, 2, 3, 4) y, como se ha documentado
ampliamente, la presencia de estos anticuerpos estd asociada a la
replicacion viral en la poblacion, independientemente de si los
animales estdn o no vacunados. Consecuentemente, las pruebas que
determinan la presencia de anticuerpos contra dichas proteinas han
sido de gran utilidad para identificar zonas libres de FA (5), y asi
respaldar el reconocimiento internacional de zonas libres con
vacunacion. En este sentido, es esencial que las vacunas que se

utilizan en las campafias de vacunacién o en la vacunaciéon de
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emergencia cumplan con el requisito de pureza en cuanto a su
contenido en PNE y que aseguren la no induccion de anticuerpos

contra estas proteinas en los animales vacunados.

El uso de vacunas a través de la vacunacion sistematica de bovinos y
la vacunacién de emergencia de todas las especies susceptibles ha
demostrado ser una herramienta eficaz para el control de la
enfermedad (6, 7) y ha permitido reducir significativamente la
circulacion viral hasta niveles indetectables. En Argentina, el
programa de control y erradicacion de la FA del Servicio Veterinario
Oficial (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria)
(SVO-SENASA) establece la vacunacion sistematica de los bovinos
de la zona libre con vacunacion, cada seis meses en los menores de
dos afios y anualmente en los mayores de dos afos. Estos periodos
pueden modificarse segun la situacion epidemioldgica y el riesgo. No
se incluye en el programa la vacunacion de cerdos, ovinos ni otras
especies, excepto en las situaciones de riesgo que determine el SVO-
SENASA.

En la produccion de antigenos virales y de las vacunas inactivadas
contra la FA, ha habido mejoras significativas de los sustratos
utilizados para replicar el virus, de los agentes inactivantes, de los
procedimientos de purificacion de antigenos (8, 9) y de la calidad de
los adyuvantes empleados (10). En ese sentido, se ha observado que
vacunas en cuyo proceso productivo se incluyen etapas de
purificaciéon no inducen anticuerpos contra PNE, ni siquiera después
de varias vacunaciones y/o con dosis doble y de alta concentracion
antigénica (2, 9, 11, 12).

Estos resultados hacen de estas vacunas unos productos de eleccion
para su aplicacion en la vacunacion sistematica o como vacuna de
emergencia de alta potencia, ya que han cumplido con los requisitos
de pureza, inocuidad, potencia y eficacia que se establecen en la
normativa del pais en que son comercializados y debido a que han

sido extensamente aplicadas en la poblacion animal susceptible.

En el presente trabajo se presentan datos sobre potencia y sobre las

garantias de pureza en términos de PNE de las vacunas inactivadas
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que se comercializan en Sudamérica. La estrategia utilizada fue la
determinacion de anticuerpos contra PNE con distintos esquemas de
vacunaciéon y revacunacion de distintos hospedadores y en
condiciones controladas. Asimismo, se presentan los resultados de los
controles de potencia y de determinacion de anticuerpos contra PNE
obtenidos en el control oficial de las vacunas y datos de los estudios
serologicos realizados en bovinos incluidos en el plan de vacunacién
sistematica de Argentina. Se demuestra que las vacunas
convencionales utilizadas en Argentina con potencia satisfactoria no
presentan interferencia con los estudios seroldgicos destinados a
determinar la actividad viral, que se realizan como respaldo al
reconocimiento/mantenimiento de un estatus sanitario de ausencia de

FA con vacunacion.
Materiales y métodos
Vacunas

Las vacunas fueron producidas, siguiendo las Buenas Practicas de
Manufactura (BPM), por Biogénesis Bag6 (Buenos Aires, Argentina).
Los antigenos (O1 Campos, A24 Cruzeiro, A Argentina 2001-A2001-,
A Argentina 2000-A2000- y C3 Indaial) se produjeron en células
BHK21 en suspension, inactivados con etilenimina binaria, se
concentraron, y se purificaron mediante polietilenglicol. Las vacunas
se formularon como emulsion simple de agua-en-aceite con
concentraciones antigénicas superiores a los 30 pg/dosis, en el caso de
las vacunas polivalentes, y superiores a los 15 pg/dosis en el caso de
las monovalentes. Estas concentraciones se consideran altas en
relacion a las documentadas por fabricantes europeos (13). Se
utilizaron vacunas trivalentes a razéon de 5 ml/dosis y vacunas
tetravalentes o pentavalentes (Tabla I) y monovalentes (O1 Campos),
a razon de 2 ml/dosis. Las vacunas comerciales presentadas a control
oficial en los afos 2006 a 2012 fueron vacunas tetravalentes (O1
Campos, A24 Cruzeiro, A2001 y C3 Indaial). Fueron controladas por
el laboratorio fabricante y sometidas a un control oficial del SVO-
SENASA para determinar la inocuidad, la pureza, la seguridad y la

potencia, y las mismas cumplieron satisfactoriamente los requisitos de
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dichos controles seglin la normativa vigente en Argentina (en el caso
de las vacunas de 2 ml/dosis, 14, 15) y la normativa vigente en Brasil

(en el caso de las vacunas de 5 ml/dosis).

Las vacunas de los experimentos 2, 3 y 4 fueron utilizadas
comercialmente, mientras que la del experimento 1 fue una vacuna
experimental. Para el ganado porcino se us6é una vacuna monovalente

comercial de exportacion.

En las campafas de vacunacion de Argentina se han utilizado vacunas
de varios fabricantes. Durante el periodo 2006-2011 mas del 88% de

las vacunas aplicadas procedieron del laboratorio Biogénesis Bago.
Ensayos de vacunaciones repetidas en bovinos

Estos ensayos se realizaron en condiciones controladas con bovinos en
el Campo Experimental del SVO-SENASA, en Argentina. Los
animales utilizados (N=87) fueron de raza Hereford, tenian de 18 a 24
meses de edad y estaban libres de anticuerpos contra la FA; procedian
de la region patagonica de Argentina (zona sin vacunacion contra la
FA, Paralelo 42° Sur), y estaban desparasitados y en buenas
condiciones sanitarias. En el Experimento 1-a se aplicé una dosis
simple (2ml) y en el Experimento 1-b una dosis doble (4 ml),
siguiendo esquemas de tres administraciones a intervalos de 30 dias.
En el Experimento 2, asi como en el 3 y en el 4, se administraron,
respectivamente, 4 y 3 dosis simples de vacuna, a intervalos que
variaron entre los 30 y los 90 dias. En la Tabla I se describe el disefo
de cada uno de los experimentos de vacunacion con dosis repetidas, y
se especifica el nimero de bovinos utilizados en cada ensayo, las
cepas integrantes y el volumen por dosis de cada vacuna, el nimero de
vacunaciones aplicadas y los momentos de vacunacidon. Las
extracciones de sangre para la obtencion de suero se realizaron el dia 0
del ensayo y entre 30 y 60 dias después de cada vacunacion. En cada
ensayo se utilizaron dos bovinos sin vacunar como control, a los
cuales se extrajo sangre en los mismos momentos que a los

vacunados.
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Ensayos de vacunaciones repetidas en porcinos y ovinos

Se utilizaron cerdos (N=15) de raza Duroc Jersey, de dos meses de
edad, sin vacunaciones previas contra la FA y previamente
desparasitados. Los ovinos utilizados (N=23) fueron de raza Merino,
tenian 12 a 48 meses de edad, no se habian vacunado previamente
contra la FA y estaban desparasitados. Estos ensayos se realizaron en
condiciones controladas en establecimientos de la Provincia de

Buenos Aires, Argentina.

Estos porcinos y ovinos recibieron dos vacunaciones (la vacuna
monovalente O1 Campos en el caso de los porcinos, y la vacuna
tetravalente O1 Campos, A2001, A24 Cruzeiro y A2000 en el caso de
los ovinos) con 30 dias de intervalo, y se realizaron extracciones de

sangre cada 30 dias, hasta los 60 dias después de la primovacunacion
(dpv).

Determinacion de anticuerpos contra proteinas estructurales

El enzimoinmunoanalisis en fase liquida (LP-ELISA) se utiliz6 para la
deteccion de anticuerpos especificos contra las cepas de virus
vacunales de las vacunas mencionadas. Los titulos obtenidos mediante
LP-ELISA se transformaron en valores de expectativa porcentual de
proteccion (EPP) para cada una de las cepas vacunales, segun las
tablas de correlacion entre los titulos de LP-ELISA y la proteccion
frente al virus de desafio (16). El control oficial de la potencia que se
realiza en las series consiste en la determinacion de anticuerpos por
esta técnica en los sueros de un grupo de 17 bovinos 60 dpv
(SENASA, Argentina, 14, 15). Para la aprobacion de cada lote, el
valor de EPP debe ser igual o superior al 75%. Los sueros obtenidos
28 a 30 dpv con vacunas trivalentes de 5 ml/dosis fueron también
evaluados mediante un LP-ELISA de competicion suministrado por el
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (CPFA), y los resultados se

extrapolaron en la curva de EPP correspondiente (17).
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Deteccidn de anticuerpos contra proteinas no estructurales

La determinacion de anticuerpos contra proteinas no estructurales
(PNE) se realizd en todas las muestras de bovinos mediante una
prueba tamiz que consiste en un kit de ELISA para la deteccion de la
proteina no capsidal 3ABC del virus de la FA (I-ELISA 3ABC),
denominado «NCPanaftosa-Prueba Tamiz», seguida de una prueba
confirmatoria que se realiza con el kit denominado «NCPanaftosa -
Prueba Confirmatoria» (con el que se lleva a cabo una EITB —
enzimoinmunotransferencia-) (4, 18); el conjunto de ambas pruebas se
denomina sistema [-ELISA 3ABC Panaftosa/EITB. Los resultados se
expresaron como T/C, que es el cociente entre el valor de absorbancia
obtenido con suero problema (T) y el valor de absorbancia obtenido
con suero control (C). Se consideraron sueros no reactivos aquellos
que dieron valores de T/C <0,8, dudosos los que dieron valores de T/C
entre 0,8 y <1, y reactivos los que dieron valores de T/C >1. Los
sueros con resultados en estas dos ultimas categorias fueron

confirmados por EITB.

Los sueros de los ensayos de las vacunaciones repetidas de bovinos
fueron analizados también por el método PrioCHECK FMDV NS
(Prionics). Este método es un ELISA de bloqueo que permite la
deteccion de anticuerpos en cualquier especie animal. Los resultados
se expresaron como porcentaje de inhibicién (PI). Se consideraron
sueros no reactivos los que dieron un PI <50% y reactivos los que
dieron un PI >50%. Ademas, los sueros del Experimento 1 fueron
examinados por el método 3ABC-CEVAN (19). En este ultimo, los
resultados se expresaron como porcentaje de positividad (PP). Se
consideraron sueros no reactivos los que dieron un PP <15%, dudosos
los que dieron valores de PP de entre el 15% y el 20%, y reactivos los

que dieron valores de PI >20%.

Las muestras de ovinos y porcinos fueron analizadas unicamente por
el método PrioCHECK FMDV NS (Prionics).

En todos los casos se siguieron las instrucciones del fabricante.
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Para el control de pureza de cada lote de vacunas relativo a las PNE, el
ente oficial argentino determina la presencia de reactores por el
método I-ELISA 3ABC Panaftosa/ EITB utilizando los sueros
obtenidos 60 dpv y los sueros prevacunacion, en paralelo con el
control de potencia y de seguridad de todas las series. Se incluyeron
en el presente trabajo resultados oficiales de I-ELISA 3ABC
Panaftosa/EITB de mas de 2.800 sueros correspondientes a 168 series
de vacunas tetravalentes (O1 Campos, A24 Cruzeiro, A2001, C3
Indaial) utilizadas durante 2006 (N=49), 2007 (N=42), 2008 (N=23),
2009 (N=22), 2010 (10), 2011 (9) y 2012 (13), que representan el
control de més de 730 millones de dosis elaboradas por el laboratorio

Biogénesis Bago.
Vigilancia seroepidemioldgica

Hace mas de una década que el SVO-SENASA ejecuta encuestas
serologicas aleatorias para evaluar las medidas de control
implementadas y para obtener el reconocimiento y la revalidacion
anual por parte de la OIE de estatus sanitario en las zonas libres, con y
sin vacunacion. El muestreo se lleva a cabo segln las indicaciones del
Codigo Sanitario para los Animales Terrestres (Codigo Terrestre)
(20). El muestreo utilizado fue el necesario para la deteccion de un
evento, en dos etapas. Para el calculo del tamafio de la muestra, se
consideraron los supuestos de un 1% de prevalencia de rodeos
infectados, un 10% de prevalencia de animales infectados y un 95%
de nivel de confianza en cada una de las zonas en que se zonifico el
pais. En este trabajo se reportan los resultados de la determinacion de
anticuerpos contra PNE mediante [-ELISA 3ABC Panaftosa, y de la
confirmacion de reactores mediante EITB entre las muestras de
bovinos tomadas durante la primera campana de vacunacion, los afios
2006 a 2011, antes de aplicar la siguiente dosis de vacuna. Los predios
con animales reactores fueron objeto de una investigacion virologica y
epidemioldgica posterior que confirmo la ausencia de circulacion viral
(no mostrado). Estos datos formaron parte de la documentacion
presentada afio a afio por el SVO-SENASA a la OIE como respaldo al

mantenimiento del estatus sanitario de las regiones libres de FA.
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Analisis estadisticos

Los titulos de anticuerpos determinados por LP-ELISA tras las dos
primeras vacunaciones de los ensayos de vacunaciones repetidas en
bovinos se compararon mediante un analisis de la varianza (ANOVA),
y el post-test utilizado fue el de Tukey-Kramer; el limite de

significancia se fijo en un 5% (P = 0,05).
Resultados

Ensayos de vacunaciones repetidas en bovinos. Determinacion de
anticuerpos contra proteinas no estructurales

Los ensayos de vacunaciones repetidas permiten forzar una respuesta
inmunitaria, y asi detectar respuestas de anticuerpos contra PNE que
podrian no ser detectadas con una primovacunacion o con vacunas
convencionales de una sola dosis. Estas pruebas se realizan para
evidenciar la eficiencia del proceso de purificacioén y se aplican como
respaldo durante el proceso de autorizacion o licencia del producto.
Este enfoque permite dar confiabilidad a la interpretacion de los
muestreos al evaluar la actividad viral en zonas incluidas en el plan de
vacunacion o durante emergencias sanitarias, descartando la eventual
interferencia de las vacunas con las pruebas utilizadas. Como se ha
descrito en el apartado «Materiales y métodos», se utilizaron vacunas
con 3, 4 y 5 valencias en dosis simple (2 y 5 ml) y doble (4 ml),

administrando 3 y 4 dosis a intervalos de 30 a 90 dias.

En las Figuras 1A, 1B y 1C se presenta, para cada momento post-
vacunacion, cuantos sueros de bovinos se clasificaron en cada
categoria de resultados de T/C tras ser analizados con el I-ELISA
3ABCPanaftosa en los experimentos 1-a, 1-b (Fig. 1A), 2 (Fig. 1B) y
3y 4 (Fig. 1C).

Como puede observarse, el perfil de reactividades encontrado en cada
ensayo se conserva mucho. No hubo induccion de reactores ni siquiera
forzando la respuesta inmunitaria mediante 1, 2 o 3 revacunaciones ni
utilizando vacunas con dosis doble en esquemas de hasta dos

revacunaciones. No se detectaron reactores positivos en los sueros de
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los bovinos tras 1, 2, 3 o 4 vacunaciones en ninguno de los ensayos.
Es de destacar que el sistema I-ELISA 3ABC Panaftosa/EITB
considera la determinacion por I-ELISA 3ABC Panaftosa y que todos
los sueros sospechosos (valores de T/C de 0,8 a 1) o positivos (valores
de T/C >1) son sometidos a la prueba confirmatoria EITB. En ese
caso, de todos los sueros estudiados (n=360) solo uno resulto reactor
en el I-ELISA (0,28%), pero al analizarlo mediante EITB, resulté no
reactor. El suero reactor solo lo fue tras la revacunacion, siendo esta
reaccion transitoria y resultando no reactor en la siguiente extraccion
de sangre (120 dpv, Fig. 1A).

Los sueros de todos los experimentos fueron analizados mediante el
PrioCHECK FMDV NS, y los del experimento 1 mediante el método
del ELISA 3ABC CEVAN, no detectdndose reactores en ningin

momento post-vacunacion (datos no mostrados).

Segiin los métodos aplicados, los bovinos sin vacunar que se
incluyeron en cada uno de los ensayos permanecieron no reactores

durante todo el estudio.

Ensayos de vacunaciones repetidas en bovinos. Determinacion de
anticuerpos contra proteinas estructurales

La determinacion de anticuerpos tipo especificos (contra proteinas
estructurales) mediante LP-ELISA permitié asegurar que las vacunas
utilizadas indujeron una adecuada seroconversion frente a cada una de

las cepas integrantes de cada vacuna (Fig. 2).

Los niveles de anticuerpos promedio por grupo tras la primera
vacunacion a los 60 dpv fue superior a log;o= 2,3 frente a cada una de
las cepas vacunales, superando los valores que establece la normativa
vigente en Argentina para la aprobacion de vacunas comerciales
tetravalentes de 2 ml/dosis (14, 15). En el caso de vacunas
comerciales trivalentes de 5 ml/dosis, los valores de EPP (17)
superaron el nivel de exigido a los 28-30 dpv para cada una de las
cepas vacunales. Los titulos promedio de anticuerpos tras una y dos
vacunaciones aumentaron significativamente (p<0,01) en cada

experimento.
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Ensayos de vacunaciones repetidas en porcinos y ovinos

En Argentina, la vacunacion contra la FA en ovinos y porcinos se
aplica en situaciones de emergencia sanitaria o en casos de riesgo de
infeccion por FA. Es por ello que también en estas especies se hace
necesario asegurar que la vacunacion y la revacunacion contra la FA
no induzca anticuerpos contra PNE vy, por lo tanto, este indicador
puede ser utilizado para detectar animales infectados tras un brote.
Ninguna de las dos vacunas estudiadas indujo anticuerpos contra PNE
ni en porcinos y ni en ovinos, ni después de una vacunacidon ni
después de dos (Tabla II). Los niveles de anticuerpos especificos
evaluados mediante  LP-ELISA  frente a Ol Campos
(promedios/grupo) detectados tras la primera vacunacion (a los 30
dpv) fueron de log;p= 2,10 en porcinos y de log;p=2,91 en ovinos.
Asimismo, en este momento los niveles de anticuerpos frente a A2001
fueron de log;p=3,07 en ovinos. La segunda vacunacion indujo un
aumento en los titulos de anticuerpos especificos contra Ol Campos
detectados a los 60 dpv tanto en ovinos (log;p=4,2) como en porcinos
(logi0=3.3).

Control oficial de la potencia de las vacunas (lote a lote)

En Sudamérica, las autoridades sanitarias requieren el control de
potencia en bovinos de cada lote de vacuna antiaftosa a comercializar,
a fin de garantizar la potencia de los productos que se utilizaran en las

campaias.

En la figura 3 se presentan los resultados de potencia, expresados en
EPP en bovinos, correspondientes a series de vacuna destinadas a
Argentina en el periodo 2010-2012 y evaluadas por la SENASA. Los
valores de EPP de todas las vacunas superan el valor de corte
establecido (>75%).

Control oficial de las vacunas en cuanto a la induccion de
anticuerpos contra proteinas no estructurales

El SVO-SENASA comprueba en todos los lotes de vacuna la ausencia

de reactividad a PNE en el producto final. Esta evaluacion confiere
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una mayor garantia de pureza en términos de PNE, como
complemento de los antecedentes presentados en el expediente de

registro del producto.

En la Tabla III se presenta el nimero de series de vacuna para uso
local que se someten anualmente a control oficial en Argentina
(vacuna tetravalente, 2 ml/dosis), asi como los resultados finales del
sistema [-ELISA 3ABC Panaftosa/EITB de todos los sueros evaluados
en el periodo 2006-2012 en un laboratorio fabricante. No se

detectaron reactores en los sueros de los bovinos vacunados.
Vigilancia seroepidemioldgica

Uno de los pilares del éxito de las campafias de vacunacién es la
calidad de las vacunas utilizadas. En ese sentido, los resultados de
vigilancia seroepidemioldgica de las zonas incluidas en el plan de
vacunacion representan una medida indirecta de calidad de esta
herramienta. En Argentina, el SVO-SENASA implementa anualmente
estudios seroepidemiologicos con el objetivo de demostrar ausencia de
circulacion o infeccion viral en zonas con o sin vacunacion de los
bovinos y de otras especies susceptibles a la FA. A los efectos del
presente trabajo, se tomardn en consideracion los resultados de la
determinacion de anticuerpos contra PNE en bovinos de la zona
incluida en el plan de vacunacién utilizando muestras de las categorias
etarias 1 (6 a 12 meses) y 2 (entre 12 y 24 meses). El porcentaje de
positivos a anticuerpos contra PNE se situo entre el 0,01% y el 0,07%
en el caso de la categoria 1, y entre el 0,05% y el 0,13% en el caso de
la categoria 2, segiin el sistema I-ELISA 3ABC Panaftosa/EITB
(Tabla IV), con un porcentaje promedio de resultados reactivos del
0,05, valores que concuerdan con la especificidad de la prueba (4). La
investigacion epidemiologica llevada a cabo en muestreos
complementarios y en la distribuciéon de estos reactores (datos no
mostrados) indico la ausencia de circulacion de virus en la zona
incluida en el plan de vacunacion y, consecuentemente, la ausencia de

interferencia de las vacunas con estas determinaciones.
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Discusioén

Estd ampliamente aceptado que el uso de vacunas es el método mas
eficaz y rentable de prevenir y controlar enfermedades infecciosas
como la FA. El Codigo Sanitario para los Animales Terrestres
dispone de directrices sobre la vigilancia zoosanitaria necesaria para
apoyar las solicitudes de estatus de ausencia de infeccion o circulacion
viral, un estatus que permite acceder a mercados de carnes y
subproductos, o mantenerlos. Los paises que practiquen la vacunacion
y aspiren a obtener de parte de la OIE su reconocimiento de ausencia
de FA con vacunacion deberan demostrar una suficiente inmunidad
poblacional y la ausencia de circulacion viral mediante estudios
serologicos y la determinacion de anticuerpos contra PNE por

metodologias validadas y reconocidas por la OIE (20).

Tanto los paises con campafias de vacunacidon sistematica como
aquéllos que son libres de FA sin vacunacion deben disponer, para sus
campafias o para la eventual vacunacion de emergencia, de vacunas de
probada eficacia y que no interfieran con los métodos destinados a la

deteccion de animales infectados.

En el capitulo «pureza» (18) del Manual de las Pruebas de
Diagnostico y de las Vacunas para los Animales Terrestres de la OIE
se recomienda que en el proceso de registro el laboratorio fabricante
provea informacion sobre la ausencia de induccion de anticuerpos
contra PNE tras tres vacunaciones de terneros con dosis doble. La
normativa argentina para el registro de vacunas contra la FA tiene en
cuenta la presentacion de antecedentes de potencia, inocuidad y
pureza, los de esta ultima obtenidos mediante ensayos de
revacunacion con el producto a registrar que demuestren la ausencia
de seroconversion respecto a PNE. Tras aprobar el registro, el control
de series en términos de pureza consiste en determinar la presencia de
anticuerpos contra PNE en sueros de animales vacunados, actividad

que se realiza en paralelo con el control de eficacia (14, 15).

En el presente trabajo la ausencia de reactores a PNE en los ensayos
de vacunaciones repetidas en bovinos, ovinos y porcinos permite

concluir que el método de purificacion es satisfactorio y que se ha
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verificado mediante distintas metodologias y esquemas de vacunacion.
Reportes anteriores relativos a vacunas no purificadas no autorizadas
en Argentina evidencian un aumento en el valor de T/C tras cada

vacunacion (21) y una mayoria de bovinos reactores.

La respuesta humoral especifica en los experimentos de vacunaciones
repetidas indica niveles de anticuerpos superiores a los niveles de
corte exigidos en las normativas vigentes y aumentos significativos
tras las dos primeras vacunaciones, lo cual evidencia un efecto
intensificador en esta respuesta y, por lo tanto, una concentracién
antigénica significativa. Tras la tercera vacunacion, los titulos de
anticuerpos se mantuvieron altos, con EPP superiores al 99% sin
mostrar diferencias significativas respecto a los titulos previos. Seglin
Black et al. (22), los altos niveles de anticuerpos podrian limitar la
respuesta a las vacunaciones sucesivas debido a una neutralizacion del
antigeno vacunal o a un efecto regulatorio en la producciéon de

anticuerpos.

Ademas, en el control lote a lote de las series industriales mediante el
sistema [-ELISA 3ABC Panaftosa/EITB, no se detectaron reactores.
Esto avala que las series de vacuna destinadas a la comercializacion
estan suficientemente purificadas. Cabe sefialar que todas las series
tuvieron una potencia apropiada, y que mas del 75% de las mismas

mostraron EPP por encima del 90%.

Los estudios serologicos destinados a determinar la prevalencia de
anticuerpos contra PNE en las diferentes zonas con programas de
vacunacion permiten valorar el grado de circulacion viral. En caso de
utilizar vacunas con PNE residual, podrian detectarse reactores
positivos a PNE, lo cual exigiria un analisis complementario para
descartar que los reactores se deben a una reaccion post-vacunal y no
a la circulacion viral, puesto que esta ultima situacion afectaria al
estatus otorgado por la OIE a ese pais o region. El bajo porcentaje de
reactores detectado, acorde con la especificidad de la prueba (4), y la
investigacion virologica y epidemioldgica posterior indicaron la

ausencia de circulacion viral y, complementariamente, la ausencia de
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interferencia de las vacunas aplicadas con las pruebas de

determinacion de anticuerpos contra PNE.

Este es el primer trabajo que demuestra que vacunas potentes
producidas por métodos convencionales alcanzan un nivel de pureza,
en términos de PNE, que permite una interpretacion precisa de los
resultados de la vigilancia seroepidemioldgica, cuya determinacion de
anticuerpos contra PNE respalda el estatus sanitario de zonas libres de
FA. Se llega a esta conclusion a partir del uso de vacunas con una
concentracion antigénica y un numero de valencias altos, tras forzar la
respuesta inmunitaria mediante el aumento de dosis y con
revacunaciones, y vacunando a intervalos mas cortos que los usados
en las campafias de vacunacion. Ademds, estos datos se
complementan con el control lote a lote ejecutado por el SVO-
SENASA sobre las vacunas antes de su liberacion, en el que se

analizaron mas de 5.500 sueros.

En conclusion, las vacunas inactivadas caracterizadas en este trabajo y
a la venta, y controladas rigurosamente por las autoridades sanitarias,
permiten disponer de una herramienta esencial en campafas de
erradicacion realizadas en respaldo al reconocimiento de estatus de
ausencia de actividad viral en zonas donde se practica la vacunacion o

tras una o mas vacunaciones de emergencia.
Conclusiones

En ensayos de vacunacion repetida en bovinos, ovinos y porcinos,
vacunas sometidas a procesos de purificacion con una concentracion
antigénica y un nimero de valencias altos no inducen anticuerpos
contra PNE.

El control lote a lote ejecutado por el SVO-SENASA en bovinos sobre
las vacunas antes su liberacion asegura una potencia satisfactoria y la

ausencia de seroconversion respecto a PNE en las vacunas liberadas.

Vacunas potentes producidas por métodos convencionales y en cuyo
proceso productivo se incluyen etapas de purificacion antigénica

permiten una interpretacion precisa de los resultados de vigilancia
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seroepidemioldgica, cuya determinacion de anticuerpos contra PNE

permite respaldar el estatus sanitario de zonas libres de FA.
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Tabla |

21

Disefio de los ensayos de vacunaciones repetidas en bovinos

Experimento N.° de Cepas incluidas en la . Vacunaciones
. Dosis/volumen

N.° bovinos vacuna (dpv)*

1-a 17 01 Campos, A24 Cruzeiro, 1 dosis/2 ml 0,30y 60 dpv

A2001, A2000
1-b 17 2 dosis/4 ml
2 16 01 Campos, A24 Cruzeiro, 1 dosis/2 ml 0,90, 120y 150
A2001, A2000 y C3 Indaial
3 17 01 Campos, A24 Cruzeiro y 1 dosis/5 ml 0,60y 90 dpv
C3 Indaial

4 18 0,42y 90 dpv
* dias post-primovacunacion
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Tabla 1l

Respuesta de anticuerpos contra proteinas estructurales
(determinada por enzimoinmunoanalisis en fase liquida) y de
anticuerpos contra proteinas no estructurales (determinada por
PrioCHECK FMDV NS) en ovinos y porcinos tras vacunaciones

repetidas
Titulos de LP-ELISA O1 Titulos de LP-ELISA Reactores PrioCHECK
Campos A2001 FMDV NS
Especie  Vacuna Post 1.2vac® Post2®vac® Post1.?vac Post2%™vac Post1.’vac  Post 2% vac
Porcinos Monovalente 2.10° (0.19)° 3.3 (0.27) ND ND 0/13° 0/13
01 Campos
Ovinos Polivalente 2.91 (0.52) 4.20 (0.45) 3.07 (0.58) 4.14(0.49) 0/23 0/23

1) Post-primera vacunacion (30 dias post-primovacunacion)

2) Post-segunda vacunacion (60 dias post-primovacunacion)

3) Promedio de titulos de anticuerpos por grupo segun el enzimoinmunoanalisis en fase
liquida, expresado como inversa del logio

4) Entre paréntesis: desviacién estandar

5) NUmero de sueros reactores respecto al total de sueros analizados

ND:  no determinado

ELISA: enzimoinmunoanalisis
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Tabla 111

Control oficial en Argentina de las vacunas del laboratorio
fabricante Biogénesis Bago en cuanto a la induccion de
anticuerpos contra proteinas no estructurales

Afio N.© series N. millopes Sueros reactores ELISA Series
de dosis 3ABC/EITBtotal evaluados aprobadas/evaluadas
2006 49 132 0/1650 49/49
2007 42 119 0/1428 42/42
2008 23 127 0/782 23123
2009 22 122 0/748 22/22
2010 10 74 0/340 10/10
2011 9 67.4 0/306 9/9
2012 13 94.7 0/442 13/13
Total 168 736.1 0/5696 168/168

1) Los sueros pre-vacunacion y 60 dpv de cada bovino vacunado con cada una de las series de
vacuna son determinados por |-ELISA 3ABC Panaftosa, y luego los sueros con T/C = 0,8

(sospechosos y positivos) son analizados mediante enzimoinmunotransferencia.
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Tabla IV

Resultados de los muestreos (2006-2011) de bovinos de las
categorias etarias 1 (6 a 12 meses) y 2 (entre 12 y 24 meses) en
zonas incluidas en el plan de vacunacion realizado por el Servicio
Veterinario Oficial - Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria de Argentina

Afio Categoria 1 Categoria 2

NUmero de % positivos* ~ NUumero de % positivos

bovinos bovinos
2006 16200 0.02 10 413 0.07
2007 16464 0.02 10 121 0.10
2008 20632 0.04 13 034 0.07
2009 14762 0.07 9749 0.11
2010 15969 0.01 10 382 0.13
2011 15646 0.01 10 281 0.05

* % reactores por el método I-ELISA 3ABC Panaftosa/EITB

ELISA: enzimoinmunoanalisis
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Fig. 1

Determinacidn de anticuerpos contra PNE en bovinos tras varias

vacunaciones

Las barras indican cuantos sueros de bovinos se clasificaron en cada categoria de
resultados de T/C tras ser analizados con I-ELISA 3ABC Panaftosa

El eje «y» corresponde al nimero de bovinos, y el eje «x» a los valores de T/C

Panel A: Experimento 1a y b: las barras claras (1a) corresponden al grupo de dosis unica, y
las barras negras (1b) al grupo de dosis doble

Panel B: Experimento 2

Panel C: Experimento 3 (barras claras) y 4 (barras negras)
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Fig. 2

Titulos de anticuerpos promedio/grupo, determinados mediante
enzimoinmunoandlisis en fase liquida (logy), frente a O1 Campos antes
y después de cada vacunacién de bovinos, correspondientes a los
experimentos la, 1b, 2,3y 4

Las lineas verticales indican la desviacion estandar
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Fig. 3

Resultados de los controles de potencia, expresados como expectativa
porcentual de proteccion, efectuados en series de vacuna contra la
fiebre aftosa presentadas en el periodo 2010 a 2012 al Servicio
Veterinario Oficial argentino (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria)

Las barras indican la expectativa porcentual de proteccion
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