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Con objeto de elaborar y evaluar la efectividad de varios adyuvantes en su capacidad de mejorar la respuesta inmune de una
vacuna nacional contra Rinotraqueilis Infecciosa Bovina (IBR), se elaboraron dos lotes piloto de vacuna, uno con la cepa IBR
758 {Titulo viral 10°°TCID___} v otro con la cepa Texcoco (Titulo viral 10°*TCID,, }.inactivandose con B3-propiolactona. Por
otra parte, se elaboraron cuatro adyuvantes consistentes en mezclas de: A) aceites, B) detergentes y aceites, Cj detergentes
y [} sales. Estos fueron adicionados a las suspensiones virales inactivadas en cuatro diferentes proporciones, dando un tota!
de 32 mezclas a evaluar, las cuales se distribuyeron en dosis de 2 mi, Para evaluar la antigenicidad de las vacunas, se
aplicaron dos dosis por via subcutédnea (S.C.}, con un intervalo de cuatro semanas, a 16 conejos por cada tipo de adyuvante
(Grupos A, B, C y D), subdivididos a su vez con base a la cepa viral y las diversas proporciones vacuna/adyuvante. Los
grupos control formados por 8 conejos ¢/u fueron; Grupo E, al que se administrd ta suspension vacunal de cepa IBR 758
inactivada y sin adyuvante; Grupo F al que se inoculd con la cepa patdgena IBR 758 sin inactivar; Grupo G con medio de
cultivo estéril y Grupo H, con una vacuna comercial del tipo inactivada/adyuvada. Se detectd una respuesta inmunogénica
efectiva con los adyuvantes By C, con niveles promedio de anticuerpos neutralizantes de 1:2 a las 2 semanas posvacunacion,
con incremento a un promeadio de 1:8 en la revacunacion, manteniendo la seropositividad entre 98 v 105 dias. Los conejos
con los adyuvantes A y D, dieron una respuesta poco satisfactoria en forma efimera y débil con niveles promedio de 1:2.
posterior al segundo estimulo. €l grupo E produjo anticuerpos promedio de 1:2 con una duracion aproximada de 7 dias,
posterior a la aplicacién del antigeno inactivade. La respuesta del grupo F fue de un promedio de 1:8 posinoculacion por un
maximo de 3 semanas. El grupo G se mantuvo negativo durante el experimento y el grupo H con una respuesta débil con
titulo promedio de 1:2, manifestado solo con el segundo estimulo. Se concluye que los adyuvantes B y C contribuyeron mas
eficientemente en la polenciacion de la respuesta inmune.
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INTRODUCCION

La aplicacién practica de adyuvantes es
muy amplia, a pesar de gue su modo de
accion y uso por mucho tiempo ha sido
desconocido y empirico (1). Debido a su
capacidad de potenciar o0 exacerbar tanto
en cantidad como en duracion la respuesta
inmune {2), una gran diversidad de
adyuvantes ha sido empleada en la
elaboracidn de vacunas, tales como:
sustancias bioldgicas (micobacterias,
virus, detergentes), productos quimicos,
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Microbiologia. Instituto Nacional de Investigaciones
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bacterianos y hongos (polisacaridos),
productos bioldgicos del sistema inmune
{hormonas timicas, linfocinas, citosinas),
analogos de bioldégicos sintéticos
{homopolimeros de RNA) y preparados
guimicos (aluminio, fosfatos, aceites,
liposomas, etc.) (1).

Para el control de la Rinotragueitis
Infecciosa Bovina {{BR), las vacunas
elaboradas con virus inactivado o muerto,
fueron fabricadas desde hace mucho
tiempo {3, 4) y habian sido consideradas
de poca efectividad al ser de una
capacidad antigénica baja (5, 6); sin
embargo, algunos investigadores
encontraron gue las vacunas herpéticas
inactivadas complementadas con
adyuvantes son bastante eficaces (7, 8),
presentando la ventaja de no provocar
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excrecién del virus vacunal, no originar
portadores de virus vacunal, no producir
posibles recombinantes con cepas
patégenas y ser de mas facil manejo que
las vacunas vivas {9).

En Francia, para el control de IBR, se
utilizan este tipo de vacunas con buenos
resultados (10, 11). México, ha iniciade la
importacién de este tipo de biologicos,
representando un alto costo para el
ganadero y la salida de divisas del pals.
El objetivo del presente trabajo fue elaborar
y evaluar cuatro tipos de adyuvantes, a fin
de seleccionar el de mayor capacidad en
mejorar la respuesta inmune, para su
posterior empleo con una vacuna nacional
contra IBR.

MATERIALES Y METODOS

Elaboracién de Antigeno

Se empled la linea celular MDBK (Madin
Darby Bovine Kidney), donada por los
laboratorios de Santa Ana Tecamac de la
Direccién General de Salud Animal,
previamente determinada como libre de
Diarrea Viral Bovina (BVD) por la tecnica
de inmunofluorescencia y de Micoplasma
por la técnica de deteccién directa descrita
por Hay {12) y Kwapinski (13).

En monoestratos celulares 100%
contluentes, replicados en un sistema de
monocapas en serie, denominado
comercialmente «Cell Factory» se
multiplicaron las cepas virales (BR 758
{Cepa de referencia}, con titulo viral de 10
*¢TCID,,, (Dosis infectantes en cultivo de
tejidos 50 %) y cepa Texcoco (Cepa
aislada en Texcoco, Edo. de México y
previamente tipificada mediante pruebas
bioldgicas y bioguimicas) (14) con titulo de
10%# TCID,,,,, e incubadas a 37 C por 48-
72 h, hasta obtener un 70-80% de efecto
citopatico. Ambas suspensiones virales
fueron sometidas a tres procesos de

congelacion-descongelacion, se retiraron
los residuos celulares por centrifugaciény
posteriormente se determinaron los titulos
virales por la técnica de titulacion en placa
(15).

Inactivacion

La inactivacién de las cepas IBR 758 y
Texcoco, se efectud adicionando B-
propiolactona en una proporcion de 1:4000
manteniéndose en agitacion constante en
camara fria a 4 C por 24 h, trasfitiendolas
a incubacién a 37 C por 2 h, con base en
la metodologia descrita por Koprowski (16)
y almacenadas en refrigeracion a 4 C
durante el desarrolio de las pruebas de
contro! de calidad, hasta su posterior
mezcla con el adyuvante y envasado.

Control de Calidad

Ambas vacunas se sometieron a pruebas
de control de calidad consistentes en: a)
Pruebas de esterilidad por examen
bacterioldgico, mediante la siembra de 0.5
ml de suspension de antigeno inactivado
en caldos nutritivos enriquecidos (agar
sangre, caldo de saboureaud, tioglicolato
y tripticaseina vy fosfato} (17), y b) Prueba
de inactivacién en sustitucién a la de
inocuidad, con la adaptacion a condiciones
in vitro, mediante la inoculacion de 1 mide
antigeno inactivado en monoestratos
celulares MDBK 100% confluentes, dentro
de una superiicie de 25 cm?, observando
la no replicacién del virus vacunal
inactivado.

Adyuvantes

Se elaboraron 4 tipos de adyuvantes:
Adyuvante A, consistente en una mezcia
de aceites, la cual se adicioné al antigeno
inactivado {IBR 758 ¢ Texcoco) para
obtener una emulsidn en proporciones de
10,20, 30 y 40% en volumen. Adyuvante
B. consistente en una mezcla de aceites y
detergentes, la cual se adiciond a los
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antigenos inactivados para obtener una

emulsién en proporcidon de 2.5,5,10y 15% .

de detergentes mas 10% de aceites en
volumen. Adyuvante C, consistente en una
mezcla de detergentes adicionados a los
antigenos inactivados para obtener una
suspension en proporcion de 2.5, 5, 10y
15% en volumen. Adyuvante D,
consistente en una mezcla de sales,
adicionada a los antigenos inactivados
para obtener una suspensién en proporcion
de 0.1, 0.2, 0.4 y 0.5% en volumen (1, 2,
18, 19). Obteniéndose asi, 16 diferentes
adyuvantes, adicionados a 2 tipos de cepas
virales, dando un total de 32 mezclas a
evaluar. Se omite la composicién detallada
de los adyuvantes, por encontrarse en
tramite de registro y patente .

Las pruebas de esterilidad en estos
productos, consistieron en la siembra de 1
ml de cada una de ellas en los caldos
nutritivos enriquecidos mencionados
anteriormente,

Inmunogenicidad en Conejos

Para la evaluacién preliminar de la vacuna,
se emplearon conejos Nueva Zelanda
blancos, recién destetados, de
aproximadamente 600-800 g de peso.L a
prueba de inmunogenicidad en conejos
(18) consistié en la aplicacién de dos
estimulos vacunales, con intervalo de
cuatro semanas, en dosis de 2 mi por
conejo, via subcutanea (8.C.), empleando
dos conejos por cada una de las 32
mezclas de vacuna/adyuvante, formando
los grupos: A1) con 4 pares de congjos
vacunados con cepa 758y, A2) con 4 pares
vacunados con la cepa Texcoco; ambas
cepas inactivadas y adicionadas con
adyuvante de aceites en 4 diferentes
proporciones. Grupos B1 y B2) con igual
numero de conejos, vacunados con las
mismas cepas méas adyuvante de
detergentes y aceites en 4 proporciones
diferentes. Grupos C1 y C2) con igual

namero de conejos, vacunados con las
mismas cepas mas adyuvante de
detergentes en 4 proporciones. Grupos D1
y D2} con igual nimero de conejos,
vacunados con las mismas cepas mas
adyuvante de sales en 4 proporciones,
reuniendo un total de 64 animales {Cuadro
1).

Se formaron 4 grupos testigo, de 8 congjos
c/u, a los que se administrd por via
subcutanea, con intervalo de 4 semanasy
en dosis de 2 ml ¢/u, los productos en el
siguiente orden: Al grupo E) se le
administré antigeno inactivado de la cepa
IBR 758, con titulo de 10%° TCID,,, sin
ningUn tipo de adyuvante. Ei grupo F) se
le administré (en una sola aplicacién al dia
0) la cepa patdgena IBR 758, de mismo
titulo viral y sin ningun tipo de adyuvante.
Al grupo G) se le administré suspension
de medio de cultivo estéril, procedente de
cultivos celulares MDBK sin infectar. Al
grupo H) se le aplicé una vacuna comercial
elaborada con virus muerto y adicionada
con el adyuvante XTEND Il {Cuadro 2).
Los animales fueron observados en sus
constantes de temperatura, frecuencia
respiratoria y presencia de signos o
lesiones atribuibles a la vacunacién (20, 21,
22, 23).

Para la deteccion de niveles de anticuerpos
alcanzados por los congjos, se tomaron
muestras sanguineas con tubg vacutainer
estéril, por puncion directa al corazén, a
intervalos iniciales de 7 dias, continuando
en las dltimas tomas con intervaic de 14
dias, variando el tiempo de trabajo con
cada grupo, de acuerdo a la respuesta de
los animales y persistencia maxima de
anticuerpos.

Pruebas de Seroneutralizacidn en Placa
La tecnica empleada fue la de
seroneutralizacion en placa descrita por
Jenney el al. (15), la cual consiste en la
realizacion de diluciones dobles de los
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Cuadro 1
Grupos de conejos integrados por ocho animales cada uno, a los que se aplico las
vacunas elaboradas con los antigenos inactivados IBR 758 o Texcoco, adicionadas a
los cuatro diferentes adyuvantes elaborados (adyuvantes a, b, ¢ y d) en cuatro distintas
concentraciones, subdividiéndose asi en subgrupos de dos conejos en base a la

concentracion de adyuvante.

GRUPC NUMERO  CEPA VIRAL TIPO DE CONCENTRACION ADYUVANTE
ANIMALES DEVACUNA  ADYUVANTE SUB - GRUPOS (2 ANIMALES)
[ if i v
A1 8 IBR-758 ACEITES 10% 20%  30% 40%
A-2 8 TEXCOCO ACEITES 10% 20%  30% 40%
B-1 IBR-758 ACEITES 10% 0% 10% 10%
DETERGENTES 2.5% 5%  10% 15%
B-2 8 TEXCOCO ACEITES 10% 0% 10% 10%
DETERGENTES 2.5% 5% 10% 15%
c1 8 IBR-758 DETERGENTES 25% 5%  10% 15%
c2 8 TEXCOCO DETERGENTES 25% 5% 10% 15%
D-1 8 IBR-758 SALES 01% 02%  04% 0.5%
D-2 8 TEXCOCO SALES 0.1%  02% 04% 0.5%

sueros desde 1:2 hasta 1:128, en
microplacas de fondo plano de 96 pozos,
a las que se adicioné virus de referencia
IBR 758, en dilucion de 50-300 TCID, , vy
suspensién de células MDBK, a una
congcentracion de 300,000 Cel/ml. La
lectura fue alas 48-72 h, poria apreciacion
de efecto citopético, con ayuda de un
microscopio invertido, considerando como
positivos a los sueros con titulos desde 1:2
en adelante, con base en lo establecido
por el Code of Federal Regulation (CFR)
(24).

RESULTADOS

Produccidn del Antigeno Vacunal
En el lote de antigeno elaborado con la

cepa de referencia IBR 758, el tituio viral
posterior a su replicacion se increment6 a
10°°TCID,,. , mientras que en la cepa
Texcoco, el titulo se mantuvo en
10°*TCID_ ... Ambos lotes de antigeno
superaron las pruebas de control de
calidad, al no haber desarrolio
bacterioldgico ni micético durante su
siembra en caldos nutritivos enriquecidos.
los cuales fueron observados diariamente
por un periodo de tres semanas. Asimismo,
en la prueba de inactivacion, los
monoesiratos celulares MDBK inoculados,
permanecieron 100% confluentes durante
el mismo periodo. nicidndose
posteriormente ei desprendimiento por
envejecimiento celular. '

Elemplec dei sistema «Cell Factcry» para
ia produccion de los lotes de antigenc



resulté ser efectivo, al reducir espacio,
manipulacion y riesgo de contaminacion..

Evaluacidn de Capacidad Inmunogénica
En las pruebas de inmunogenicidad
realizadas en conejos, no hubo diferencia
significativa en cuanto al tipo de cepa viral
empleada en la vacunacién, cuando el
adyuvante adicionado consistio en mezcla
de aceites o sales (Adyuvantes Ay D). Sin
embargo, en los casos en que se
adicionaron las mezclas de detergentes y
detergentes mas aceites (Adyuvantes Cy
B), se observo una mejor respuesta con la
cepa de referencia IBR 758.

En cuanto al tipo de adyuvante adicionado,
los conejos vacunados con los adyuvantes
Ay D en sus distintas concentraciones, no
presentaron respuesta al primer estimulo,
produciendo anticuerpos con titulo
promedio de 1:2, solamente con la
revacunacion, manteniendo ese nivel los
grupos A1 y A2 un maximo de dos
semanas, e incluso  algunos
permanecieron seronegativos; mientras
que en los grupos D1 y D2 la
seropositividad se mantuvo por espacic de
2 a 5 semanas, aunque algunos animales
no respondieron a la vacuna. Los conejos
vacunados con los adyuvantes By C en
sus distintas concentraciones mostraron
una respuesta positiva, iniciando con
produccion de anticuerpos en nivel
promedio de 1:2 a los 14 dfas
posvacunacion (con algunas excepciones
en las dosis mas bajas de adyuvantes),
incrementandose en la mayoria de ellos, a
niveles promedio de 1:8 con la aplicacion
del segundo estimulo vacunal, para
después descender paulatinamente a un
promedio de 1:2, manteniendo la
seropositividad por espacio de 95 y 105
dias.

En cuanto a concentracion de adyuvantes,
las mejores respuestas se lograron en los
grupos en los que se emplearon las

concentraciones de 10 y 15% de
detergentes y 10% de aceites.
Analizando estos resultados en forma
global, basdndose solamente en el
porcentaje de animales que respondio
positivamente a los estimulos vacunales y
al tipo de adyuvante empleado, sin tomar
en cuenta su concentracion, la respuesta
con los adyuvanies A y D después del
segundo estimulo vacunal, fue con un
porcentaje de conejos seropositivos desde
37.5 hasta 62.5%, predominando los
niveles bajos de anticuerpos y poco
duraderos. Contrastando con los
adyuvantes B y C, donde los porcentajes
de animales positivos iniciaron con el
primer estimulo vacunal desde 40 hasta
75%, incrementandose a 100% con la
revacunacion, llegando a alcanzar algunos
de elios, niveles de anticuerpos hasta 1:8
y con una mayor persistencia de la
seropositividad (98 y 105 dias) (Cuadro 3).
La respuesta de los grupos control fue para
los conejos del grupo E, con una
seroconversion con niveles promedio de
anticuerpos de 1:2, solo después de cada
uno de los estimulos aplicados con el
antigeno inactivado sin adyuvante,
regresando inmediatamente después (7
dias) a la seronegatividad. El grupo F, que
se inoculd con la cepa de referencia
patégena IBR 758 sin inactivar, mostrd un
nivel promedio alte de respuesta (1:8) al
dia 7, mismo que descendid y se maniuvo
por 14 dias mas a un promedio de 1:2,
quedando negative al cuarto muestreo
sanguineo. El grupo G, se mantuvo
seronegativo durante toda la fase
experimental. El grupo H administrado con
una vacuna comercial adyuvada dio un
nivel promedio de 1:2 a los 14 dias
posteriores a la aplicacion del segundo
estimulo vacunal, descendiendo y
desapareciendo al términc de 3 semanas
mas {Cuadro 3).

Las constantes fisiolégicas permanecieron
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Cuadro 2
Grupos de conejos testigo, integrados por ocho animales cada uno a los que se sometié
a diversos estimulos con antigeno activo (e)y/o inactivado (f), ademas de una vacuna
comercial siguiendo las indicaciones del productor (h) v un grupo testigo negativo al
que se aplicé solamente medio de cultivo estérif {g).

GRUPO NUMERO TESTIGO INOCULACION NUMERO
ANIMALES ESTIMULOS'
E 8 POSITIVO  VACLINA IBR-758 SIN ADYUVANTE 2
F 8 POSITIVO  IBR-758 PATOGENO SIN ADYUVANTE 1
G 8 NEGATIVC  MEDIO DE CULTIVO ESTERIL 2
H 8 POSITIVO ~ VACUNA COMERCIAL ADYUVADA 2

en la normalidad tanto en los grupos
experimentales como en los testigo,
{temperatura dentrode unrangode 38.5a
39.5 C y frecuencia respiratoria de 50 a
60/minuto) {23} v no hubo presencia de
signos o lesiones sugestivas al virus de
IBR, tales como exudados nasales y/o
oculares, problemas reproductivos o
abortos. A la observacion de traqueas
durante la necropsia, no se observd ningun
tipo de exudado, eritema o formacion de
vesiculas. Séio en 2 conejos del grupo A
en su concentracion mas alta de adyuvante
{mezcla de aceite), hubo la formacion de
un absceso en el area de inoculacion,
posterior al segundo estimulo vacunal, con
presencia de células polimorfonucleares,
debido a un proceso inflamatorio
supurativo y detectado por frotis, tefiidos
con Giemsa y observacion directa al
microscopio.

DISCUSION

Las primeras vacunas del tipo inactivado
empleadas para el control de IBR fueron
consideradas poco efectivas,

principalmente por su pobreza antigénica
{9). Sin embargo, en &l presente estudio y
trabajos precedentes realizados con
bovinos y conejos (datos no publicados), y
concordando con lo mencionado por
diversos autores, se observd que cuando
las vacunas son elaboradas con una carga
antigénica alta (25, 26) y las cepas virales
son mantenidas con titulos superiores a
10%°TCID,,,, ademas de adicionadas con
adyuvantes que estimulan la respuesta
inmune, se logra obtener una vacuna
inmunogénica, con alto nivel de proteccidn
tanto local como general (1, 9).

La efectividad de una vacuna del tipo
inactivada podria deberse principalmente
a dos factores: la cepa viral empleada y el
adyuvante adicionado. Lo anterior se
desprende de las observaciones realizadas
en este trabajo y estudios precedentes
(datos no publicados), donde se aprecié
que cuando las vacunas eran elaboradas
con cepas de titulos virales entre 10
*TCID,,, y 10 *°TCID,,, vy adicionadas
con adyuvante, resultaban ser poco
efectivas. Por otra parte, en el presente
trabajo se dieron casos en los que, a pesar
de contar con cepas con alto titulo viral
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Cuadro 3
Respuesta a la aplicacion de las vacunas elaboradas con las cepas IBR 758 o Texcoco
inactivadas y adicionadas con los adyuvantes a, b, c y d, en base al porcentaje de
animales que respondio a la vacunacidn, sin importar la concentracién del adyuvante y
considerando el maximo nivel y persistencia de anticuerpos obtenidos, en comparacion

con los grupos testigo (E,F,G,H).

GRUPO ADYUVANTE CEPAVIRAL % POSITIVOS MAXIMO MAXIMA
DEVACUNA . TITULO PERSISTENCIA
a b ANTICUERPOS DE
¢ ANTICUERPOS d
At ACEITES  IBR-758 0 50 12 42
A2 ACEITES  TEXCOCO 0 375 12 42
B-1 DETERG.
ACEITES  IBR-758 5 100 18 105
B2  DETERG.
ACEITES  TEXCOCO 75 100 1.8 98
C-1 DETERG.  IBR-758 40 100 18 105
c2 DETERG.  TEXCOCO 625 100 18 98
D-1 SALES IBR-758 . 0 375 12 49
D-2 SALES TEXCOCO 0 625 12 63
| IBR-758
INACTIVADO 50 50 12 7°
F IBR-758
PATOGENO 100 - 18 21
e J— MEDIO DE
CULTIVO 0 0 0 0
H XTENDII  VACUNA
COMERCIAL 0 100 1:2 14>

a = Posterior al primer estimulo antigénico al dia 0
b = Posterior al segundo estimulo antigénico al dia 28
¢ = Detectado por la técnica de seroneutralizacién

d = Duracién en dias
e = Después de cada estimulo antigénico

(Superior a 10°°TCID, ) vy alta carga
antigénica, estas resultaron ser inefectivas
si no eran adicionadas con un buen
adyuvante, como sucedié con los
adyuvantes A y D, 6 simplemente cuando
no fueron adicionadas con algun
adyuvante, como ocurrié con el grupo E.
Ademas de haberse detectado una mejor
respuesta inmunogénica en los conejos
vacunados con la cepa de referencia IBR

758, la cual poseia un titulo viral
ligeramente superior a la cepa Texcoco.
Este efecto de mejor respuesta a la
aplicacién de un antigeno con carga
antigénica alta, se comprueba también en
los resultados obtenidos con el grupo F, el
cual manifestd una rapida y elevada
respuesta inmune posterior a la inoculacion
de la cepa patdgena; sin embargo, la
brevedad de la permanencia de los
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anticuerpos constata la necesidad del
empleo de un potenciador de la respuesta
inmune en vacunas.

En el andlisis de efeclividad de las vacunas
empleadas en los grupos C1, C2,B1yB2
{adyuvadas con detergentes y mezcla de
detergentes y aceites), su superioridad se
manifiesta al compararlas con el grupo
control H {vacuna comercial), tanto en
respuesta al primer estimulo vacunal, como
en el nivel maximo y persistencia de
anticuerpos. Sin embargo, en este caso,
la inferioridad en la efectividad de lavacuna
comercial, no puede atribuirse a factores
de cepa vacunal o tipo de adyuvante, ya
que se desconocen los titulos virales y
componentes del adyuvante empleados
por el productor, ademas de que se deben
considerar otros factores externos de
importancia, como el manejo de la cadena
fria en el proceso de importacion.

Los adyuvanies en general, empleados
como potenciadores de la respuesta
inmune, tienen algunas desventajas como
son la induccidn de granulomas, abscesos
locales, efc. {1), tal y como sucedi6 en el
caso del adyuvante A (mezcla de aceites).
Sin embargo, realizando una buena
seleccién del tipo y dosis de adyuvante,
se logran obtener resultados satisfactorios,
tanto en capacidad inmunogénica como en
la no presentacién de efectos indeseables.
Por otra parte, diversos autores sefialan al
conejo como un buen modelo de
laboratorio para la replicacion de ia
enfermedad de IBR, obteniendo los signos
y lesiones clasicos como alteraciones
respiratorias, incrementos de temperatura,
abortos, Glceras en vias respiratorias, etc.(
20, 21, 22). Tanto en el grupo F del
presente trabajo, asi como lo observado
en estudios precedentes (datos no
publicados), se realizaron inoculaciones
con cepas patoégenas de IBR a conejos
adultos y gazapos por diversas vias de
inoculacion, sin que estos sufrieran

alteracién alguna en sus constantes
fisioldgicas, signos o lesiones, obteniendo
Unicamente replicacién viral, cuando la
inoculacién fue por via intracerebral, y
respuesta inmune sin importar la via de
inoculacién. En el presente trabajo, y
concordando con lo indicado por otros
autores (25, 27), se observa que el conejo
resulta ser adecuado para la evaluacion de
vacunas, tanto experimentales como
comerciales en cuanto a su capacidad
inmunogenica especificamente y debido a
su capacidad de respuesta en produccion
de anticuerpos a los estimulos vacunales.
El inconveniente esta en la realizacion del
desafio con cepas patégenas, ya que éste
no manifestaria diferencia alguna entre
animales vacunados y no vacunados en
cuanto a signologia se refiere.

La pobreza antigénica de las primeras
vacunas inactivadas no adyuvadas, debida
principalmente a que en su elaboracién no
se recurria a procesos de concentracion
por resultar antiecondmicas (9),
actualmente no constituye un problema,
pues con el empleo del sistema de
produccién en monocapas , denominado
comercialmente «Cell factory», se
producen lotes vacunales en forma efectiva
y econdmica, ya que con él se obtuvieron
suspensiones virales concentradas,
ademas de brindar una alta reduccién en
los riesgos de contaminacion, tan
frecuentes enlos procesos de produccion
convencionales.

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo manifiestan que en la elaboracion
de vacunas deltipo inactivada/adyuvadas,
es importante contar con cepas de alto
titulo viral y carga antigénica, las cuales
podrian resultar inefectivas si no son
adicionadas a un buen adyuvante.
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PREPARATION AND EVALUATION IN
RABBITS OF FOUR ADJUVANTS
FOR INFECTIOUS BOVINE
RHINOTRACHEITIS.

SUMMARY

Two inactivated vaccine batches against Infectious Bovine
Rhinctracheitis (IBR) were made; one with «758» strain {titre
1050 TCID ) and another with «Texcoco» strain (Titre 10
*$TCID ., ). Four differents adjuvants were elaborated: A)
oils mixture; B) detergents and oil mixture; C) detergents
mixture and D} mixture of leaves. The differsnts adjuvanis
were mixed with vaccines in four different proportions and
were destributed in 2 mi doses, For adjuvant (A, B, Cand D),
two subcutansous stimuli {4 weeks interval) were applied to
groups of 16 rabbits. These four groups were subdivided
based onthe vaceine strain { 758 1BR or Texcoco) and on the
various used adjuvant proportions {%). Control groups
(formed by B rabbits each} were: Group E inyected with
inactivated vaccine (strain 758 IBR) without aadjuvant; Group
F incculated with line 758 IBR pathogenous strain; Group G
inoculated with sterile cell culture media and Group H
inoculated with a commercial inactivated adjuvant containing
vaccine. An affective response was obtained with adjuvants
B and C with Virus neutralising (VN) antibodies levels of 1:2
two weeks after the first vaccination. In these group VN titers
were increased to 1.8 with the second vaccination and the
animals remained positive during 98- 105 days. Adjuvants A
and D gave an ephemeral (7 days) and weak (VN titer 1:2)
responses only after the second vaccination, Animals of group
F inoculated with line virus {IBR 758 strain) VN ftitres of 1:8
that desappeared three weeks later. Group G remained
negative and in group H low levals of VN antibodies (1:2)
were detected only after the second vaccination. We
concluded that adjuvants A and B are more efficient.

KEY WORDS: Infectious Bovine Rhinotracheitis, |BR,
Vaccines, Adjuvants
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