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RESUMEN

Con base en los requerimientos del Code of Federal Regulations (1992) (CFR) y de los requisitos minimos de la Direccién
General de Salud Animal (1977) (DGSA), se valid6 una vacuna inactivada y adyuvada contra Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
(IBR), elaborada en el CENID-Microbiologia, a partir de la “cepa” de origen nacional “Texcoco”, previamente tipificada y
evaluada inmunogénicamente. Del Campo Experimental Las Margaritas, ubicado en Hueytamailco Pue. México, se seleccionaron
25 bovinos seronegativos a IBR, se cuarentenaron y 20 de ellos fueron vacunados con una dosis de 5 ml., via subcutanea,
aplicando dos dosis vacunales con un intervalo de cuatro semanas; los 5 restantes quedaron como testigos, a los que se aplico
medio de cultivo estéril. EI desafio se realizé en la novena semana, mediante escarificacién en fosas nasales y vagina, con
la “cepa” de referencia patégena IBR 758. Se obtuvieron muestras sanguineas antes y con intervalos de 14 dias posvacunacion,
observando las constantes fisiolégicas durante tres semanas posdesafio. Los bovinos vacunados respondieron
inmunogénicamente a los 14 dias posvacunacioén, con niveles promedio de anticuerpos de 1:4, incrementandose con el
segundo estimulo a 1:16 y con el desafio a 1:32, manteniendo sus constantes fisiolégicas dentro de la normalidad y sin signos
o lesiones imputables a IBR; mientras que los testigos, posdesafio iniciaron su respuesta inmune con niveles promedio de
anticuerpos de 1:8, manifestando incremento de temperatura, dificuitad para respirar, abundante secreciéon nasal y vaginal,
placas en mucosa de los ollares y vesiculas en vulva. Se demostré la efectividad de la vacuna al no enfermar ninguno de los
animales vacunados y cubrir con los requisitos marcados por el CFR y la DGSA.
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INTRODUCCION

Elvirus de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
(IBR) fue aislado por vez primera en México
en 1974 (1), a partir de entonces, por
estudios epizootiolégicos se detecto6 la
presencia de este agente en diversos
estados del pais (2, 3, 4), siendo Ia
vacunacion una de las mejores medidas para
su control (4, 5, 6).

Actualmente existen en el mercado nacional
dos tipos de vacunas polivalentes, que

4 Recibido para su publicacion el 21 de noviembre de 1996.

b Proyecto Complejos Neuménicos en Rumiantes. Centro
Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Microbiologia,
INIFAP SAGAR. Km. 15.5 Carretera México-Toluca, Palo
Alto, MéxicoD.F., C.P.05110.
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incluyen entre otros al antigeno de IBR. Las
elaboradas con virus vivo modificado (de cepa
mutante termosensible), con las que se han
realizado diversos trabajos de investigacién,
indicando ser productos eficaces e inocuos
(7, 8, 9); sin embargo, al ser evaluadas en
cuanto a su capacidad inmunogénica en
nuestro pais, los resultados no fueron del
todo satisfactorios (10, 11), tal vez debido a
un mal manejo de la cadena fria en el
proceso de importacion, transportacion,
almacenamiento o manipulaciéon del
biologico. Estas vacunas eran las Unicas
autorizadas por la Direccién General de Salud
Animal (SAGAR) para su uso en México (5,
6, 11), por ser elaboradas con virus
atenuado que se replica unicamente en el
area de inoculacién (fosas nasales),

129



eliminando el riesgo de aborto al no
multiplicarse en organos profundos, de
temperatura superior a la del tracto
respiratorio (12); su inconveniente estriba
principalmente en la excrecion de la "cepa"
vacunal en el lapso en que se inicia la
inmunidad (aproximadamente 14 dias), con
una probable recombinacién con cepas de
campo, ademas de que los tipos de vacunas
existentes en el mercado, no previenen la
instalacion de cepas patdgenas al estado
jatente (8, 13).

Otro tipo de vacuna que se distribuye desde
hace cuatro a cinco anos en el mercado
nacional, es la elaborada con virus
inactivado y adyuvada, la cual supera a las
inactivadas en su capacidad antigénica, al
exacerbar la respuesta inmune por la adicién
del adyuvante (5, 8). Su principal ventaja
estriba en no producir abortos ni excrecién
de virus vacunal, se aplica a ganado
gestante, y confiere proteccién tanto local
como general (14, 15); su desventaja es que,
requiere de la aplicacion de dos estimulos
vacunales (5, 6). En Méxice, se han evaluado
vacunas comerciales de este tipo, en
animales de laboratorio (conejos), teniendo
respuesta inmune posterior a la aplicacion
del segundo estimulo vacunal (16, 17).

En el CENID-Microbiclogia, recientemente
se elabord una vacuna contra IBR del tipo
inactivada y adyuvada, evaluandose su
capacidad inmunogénica en animales de
laboratorio {conejos), teniendo respuesta en
produccidn de anticuerpos desde el primer
estimulo vacunal, con incremento a la
aplicacion del segundo, y alta persistencia
de la inmunidad (18).

E! objetivo del presente trabajo fue evaluar
la efectividad de dicha vacuna en bovinos,
bajo condiciones controladas, con base en
los requerimientos minimos establecidos
para la liberacidn de productos biclogicos.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de Bovinos

Se realizd un muestreo serolégico en los
bovinos del Campo Experimental “Las
Margaritas”, ubicado en Hueytamalco, Pue.,
y se seleccionaron aleatoriamente 100
bovinos hembras de raza Cebu, negativas a
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR),
mediante la técnica de seroneutralizacién en
placa (19). De estos 100 animales, se
seleccionaron 24 vaquillas, las cuales fueron
transportadas a los corrales de aislamiento
de las instalaciones del CENID-
Microbiologia, donde después de un periodo
de cuarentena y desparasitacion, fueron
utilizadas para la prueba de constatacion de
la vacuna.

Vacuna

La vacuna fue elaborada en el CENID-
Microbiologia, a partir de la "cepa” de origen
nacional "Texcoco" (20), la cual fue replicada
en cultivos celulares de la linea MDBK,
inactivada con 3-propiolactona y adicionada
con un adyuvante, consistente en una
emulsion de detergentes al 15% y aceites
al 10% en volumen. Se omite la descripcion
detallada de los adyuvantes, por encontrarse
en tramite de registro y patente (18).

Validacién de Vacuna

Con base en los requerimientos del Code of
Federal Regulation 1992 (CFR) (21) v la
Direccion General de Salud Animal 1877 (22),
se emplearon 25 bovinos libres de
anticuerpos contra la Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina, divididos en dos grupos.

El grupo A, con 20 vaquillas Ceb, las que
fueron sometidas a dos estimulos vacunales,
con intervalo de cuatro semanas, en dosis
de 5 mi. por via subculanea en la tabla del
cuelio. El Grupo B, fue el grupo testigo,
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formado por cuatro vaquillas Cebd y un macho
Holstein-Fresian, a los que se les aplicé
medio de cultivo sobrenadante de cultivos
celulares de la linea MDBK estéril, en las
mismas dosis y via de inoculacion, por una
sola ocasion el dia 0.

E! desafio de los animales (Grupos Ay B)
se realizd a las nueve semanas
posaplicacion del primer estimulo vacunal,
por escarificacién en fosas nasales (1ml) y
vagina {1mi), con la "cepa" de referencia
gatégena IBR 758, con untitulo viralde 10

0TCID 5oy, (Dosis Infectantes en cultivos
celulares 50%).

Se tomaron muestras sanguineas del dia0
al 84 (23), con intervalos de 14 dias después
del primer estimulo vacunal, para la deteccién
de la respuesta inmune mediante la técnica
de seroneutralizacién en placa (19).

Posteriormente al desafio y durante tres
semanas, los animales fueron observados
para evaluar la presencia de hipertermia y
de signos o lesiones que fueran atribuibles
al virus de IBR (5).

Cultivos Celulares

Se emplearon cultivos celulares de linea
MDBK "Madin Darby Bovine Kidney",
donados por los laboratorios de Santa Ana
Tecamac de la Direccidn General de Salud
Animal (SAGAR).

"Cepa” Viral

Se empleo la'cepa" de referencia patbgena
IBR 758, con titulo viral de 10 8-0 TCID 5,
donada por el gobierno del Japén.
Diagnéstico

El diagnostico serologico se realizé mediante

la técnica de seroneutralizacion en placa
(19), consistznts on la elaboracién de

diluciones dobles del suero problema, desde
1:2 hasta 1:128, a las que se adiciond el
virus de referencia |IBR 758, a una
concentracién de 50-300 TCID 5q9, ¥
suspension de células MDBK, a una
concentracion de 300,000 cel/iml. Se
consideré como positivos a los sueros que
desde la dilucién 1:2 neutralizaron al virus,
con base en los requerimientos que marca
el CFR (21)yla SARH (22).

RESULTADOS

Las vaquillas del Grupo A, seronegativas al
inicio del estudio, mostraron con el primer
estimulo vacunal una respuesta inmune con
titulos que fueron desde 1:2 hasta 1:32, con
predominio de 1:2 y con un nivel promedio
de anticuerpos de 1:4 en el 70% de los
animales. Al segundo estimulo vacunal, los
titulos oscilaron entre 1:8 y 1:64, con
predominio de 1:8 y oscilando entre 1.8 y
1:16 en el 100% de los animales. Una
semana después de haber realizado el
desafio, los titulos se elevaron desde 1:16 a
1:128, con predominio de 1:16, siendo el
promedio de anticuerpos entre 1:32y 1.64.

El Grupo Testigo (Grupo B) se mantuvo
negativo hasta la novena semana en que se
realizé el desafio, después del cual, un
bovino inicié la produccion de anticuerpos a
un nivel de 1:8, y con el mismo titulo a los
14 dias (dia 84) el total del grupo testigo
(Gréfica 1).

Durante las tres semanas de observacion
posdesafio, los bovinos vacunados
mantuvieron la temperatura dentro de la
normalidad (38.5 a 39.5 C}, mientras que en
el Grupo Testigo se manifestaron
fluctuaciones, con elevacién entre 38.5y41C
(Grafica 2).
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GRAFICA 1. RESPUESTA INMUNE EN BOVINOS EN PRUEBA
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Por otra parte, en el Grupo A, durante la fase
posvacunacion, asi como en la fase
posdesafio, no se observaron alteraciones
ni lesiones atribuibles a la vacunacién, rii al
virus de desafio, manteniéndose sin
secreciones ni lesiones en el area de
escarificacion, imputables a IBR (Figuras 1,
2). Por otra parte, en el Grupo Testigo (B), a
partir del segundo dia posdesafio, los bovinos
iniciaron con exudado nasal y vaginal, ligero

exudado ocular, dificultad para respirar y
eritema en ollares y vulva; a partir del tercer
dia, se increment6 el exudado nasal y
vaginal, y se apreciaron placas en la mucosa
de los ollares y vesiculas en vulva. Estas
altimas lesiones persistieron durante tres
semanas (Figuras 4, 5). El macho Holstein-
Fresian de este mismo grupo, inicid a los 4
dias con eritema en el prepucio, seguido de
una balanopostitis acentuada.

FIGURA 1. FOSAS NASALES DE UN BOVINO VACUNADO LIBRES JE SeC=El 0N D
L.ESIONES ALOS 3 DIAS DEL DESAFIO, REALIZADO POR ESCARIFICATIC . T iNve A

{:EPA PATOGENA DE REFERENCIAIBR758
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FIGURA 2. VULVA DE NOVILLA VACUNADA LIBRE DE SECRECION, LESION O
INFLAMACION A LOS 3 DIAS POSDESAFIO, EN EL AREA DE ESCARIFICACION CON
LA CEPA DE REFERENCIA IBR 758

FIGURA 3. FOSAS NASALES DE BOVi.<l -
CONABUNDANTE SECRECION NASAL Y £
CONULACECADE REFERENCIAIBR758

A L% s DIAS POSDESAFIO,
ALV e miicA DE ESCARIFICACION
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FIGURA 4. VULVADE NOVILLATESTIGO A LOS 3 DIAS POSDESAFIO CON ERITEMA,
VESICULAS Y ABUNDANTE SECRECION VAGINAL EN EL AREA DE ESCARIFIACION
CON LA CEPA DE REFERENCIA |BR758.

DISCUSION

La pobreza antigénica de las primeras
vacunas inactivadas que salieron al mercado
(5, 6), quedo superada al adicionar en ellas
un adyuvante (de diversos tipos, segun el
elegido por el productor), el cual tiene la
capacidad de incrementar los niveles de
inmunidad, en forma superior a los
desarrollados con una vacuna inactivada sola
(24). Lo que dio origen a la creacién de las
vacunas inactivadas/adyuvadas.

La vacuna contra IBR inactivada/adyuvada
del CENID-Microbiologia, evaluada
previamente en conejos con resultados
satisfactorios y superiores a los de las
vacunas comerciales (18). mostré su
efectividad e inocuidad al validarse en

bovinos. donde resalta su grado de
proteccidn después del desafio, ya que los
animales vacunados se mantuvieron dentro
de la normalidad y no se presentaron signos
ni lesiones imputables a la vacunacion 6 al
virus patoégeno de IBR. Observando
posdesafio en el grupo testigo alteraciones.
signos y lesiones tipicas de la enfermedad
de IBR.

Se han establecido comparaciones entre las
vacunas elaboradas con virus termosensibles
y las inactivadas. resaltando la superioridad
en efectividad de las primeras, por poseer
un antigeno vivo atenuado, incapaz de

replicarse en tejidos con temperaturas
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superiores a los 38 C, y por consiguiente
con un imposible acceso al feto; sin
embargo, como se menciond anteriormente,
no se evita la dispersion de la "cepa” vacunal
en el hato; ni se previene con ningun tipo de
estas vacunas, la instalacion de "cepas"
patégenas en estado latente. Por otra parte,
con estas vacunas se han realizado en
México evaluaciones en cuanto a su
capacidad inmunogénica, en las que, cuando
se aplicé un solo estimulo vacunal, la
seropositividad fue de 33.35% (11) y cuando
se aplicaron dos estimulos vacunales con
intervalo de 11 meses, siguiendo un
esquema de vacunacion (becerras/vaquillas
alos 7 y a los 18 meses de edad) y con
muestreos sanguineos en las épocas de
invierno y primavera, la seropositividad fue
del 65.8% en los dos sangrados (10).
Mientras que con la vacuna inactivada/
adyuvada del CENID-Microbiologia la
seropositividad fue de 70 y 100% al primer
y segundo estimulos vacunales,
respectivamente. El requisito minimo que
marcan el Code of Federal Regulationy la
Direccion General de Salud Animal es de
80% (21, 22).

Lo ideal de una vacuna seria que, fuera de
bajo costo, inocua, no infectara en forma
latente, prevenir la infeccién de "cepas" de
campo en forma latente, no diseminarse,
etc.; sin embargo, las vacunas existentes
no satisfacen uno o varios de estos
requisitos (6).

La efectividad de la vacuna del CENID-
Microbiologia del INIFAP, cubre la mayoria
de los principales requisitos mencionados,
pero ni ésta, ni ninguna otra de las vacunas
existentes, evitan la instalacién de "cepas”
de campo. Sin embargo, esta vacuna posee
las cualidades de inocuidad y efectividad,
puesto que no infecta en forma latente, no
produce abortos y no se disemina, debido a
que el antigeno consiste en un virus
inactivado.

INFECTIOUS BOVINE RHINOTRACHEITIS
VACCINE (TEXCOCO STRAIN)
VALIDATION UNDER CONTROLLED
CONDITIONS

SUMMARY

A Mexican produced, inactivated adjuvant-mixed vaccine
against bovine infections rhinotracheitis (IBR) was tested
according to the Code of Federal Regulations (USA) and the
Direccién General de Salud Animal (México). The Texcoco
IBR virus strain used for production of this immunogen has
been previously characterized. Twenty five adult bovine (from
“L.as Margaritas” ranch in Hueytemalco, Puebla) and
seronegative to IBR virus were quarantined and used for this
assay. Twenty bovines received two 5 ml doses
subcutaneously 4 weeks apart and the other five remained
as non vaccinated controls receiving only cell culture medium.
Nine weeks after initial vaccination all animals were challenged
by scarification of the nasal and vaginal mucosa with the
reference IBR 758 virus strain. Blood was collected before
vaccination and every 14 days post-vaccination.
Physiological values were recorded during 3 weeks post-
challenge. Vaccinated animals showed specific antibodies 14
days post-vaccination, with average titters 1:4. Titters
increase (average titters 1:16) with the second vaccination
and with chalienge (average titters 1:32). No physiological
alterations or clinical signs were observed in vaccinated
animals, The control animals developed specific antibodies
only after challenge (average titters 1:8) and showed fever,
nasal and vaginal secretion, breathing difficulties and
mucopurulent spots in vaginal and nasal mucosas. We
concluded that the studied IBR vaccine covered the
established standards.

KEY WORDS: Infectious Bovine Rhinctracheitis (IBR), Bovine
Herpesvirus | (BHV-1), Vaccines, Adjuvants.
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