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RESUMEN

La Rinotraqueitis infecciosa bovina(IBR) es una enfermedad de distribucién mundial que
provoca grandes pérdidas econémicas en nuestro pais y el mundo. En la provincia de La
Pampa se ha reportado su presencia y amplia distribucion territorial. En general la
prevencion de IBR ha estado centrada en la utilizacion de vacunas polivalentes. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar la respuesta seroldgica a través de los niveles
de anticuerpos presentes. Para ello se utilizaron 3 vacunas comerciales polivalentes que
contenian en su formulacion Herpesvirus bovino tipo 1(BVH1) inactivado. Se utilizaron 4
grupos de terneros. G1 estuvo integrado por 14 animales, G2 y G3 por 13 animales y G4 o
control (-) por 9 animales. Los animales fueron vacunados en dos oportunidades con un
intervalo de 21dias. Parala deteccidn de anticuerpos se utilizo un kit de ELISA. Al finalizar
el ensayo al dia 42 el porcentaje de animales que presentaron anticuerpos vacunales
contraIBR fue del 42,8%, 61,5% y 38,4 % paralos grupos G1, G2 y G3 respectivamente y de
0% para los animales de G4 o grupo control (-). Las medias geométricas del IRPC (indice
Relativo x 100) en la misma fecha fueron de 16,31; 27,7 y 15,12 para los grupos G1, G2 y G3
respectivamente. Las vacunas utilizadas desarrollaron anticuerpos contra IBR en todos
los grupos inoculados existiendo diferencias en el porcentaje de animales positivos de
cada grupo. Los niveles de anticuerpos generados por las diferentes vacunas no
presentaron diferencias significativas entre si. Por ultimo, se encontraron diferencias
significativas entre el nivel de anticuerpos generado por las vacunas y los niveles
obtenidos por pasaje viral.
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Evaluation of the serological response against Infectious Bovine
Rhinotracheitis by the use of polyvalent inactivated virus vaccines
available on the market.

ABSTRACT

Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR) is a worldwide disease which causes great
economic losses in Argentina and around the world. Its presence and high prevalence
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have beenreportedinthe province of La Pampa. IBR prevention strategy has mostly been
focused on the use of polyvalent vaccines. The objective of our research was to evaluate
the serological response, assessing antibodies levels applying three polyvalent
commercial vaccines containing inactivated bovine herpesvirus type 1(BVH1). To that
aim, four groups of calves were used: G1consisted of 14 animals, G2 and G3 of 13 animals,
and negative control consisted of 9 animals. The animals were vaccinated twice with an
interval of 21days. Antibodies levels were measured by means of ELISA. At the end of the
trial, the percentage of animals in each group that showed vaccinal antibodies against
IBR were: 42.8%, 61.5% and 38.4% for G1, G2 and G3 respectively, and 0% for G4 or
negative control group. The geometric means of the IRPC (Relative Index x 100) on the
same date were 16.31; 27.7 and 15.12 for groups G1, G2 and G3 respectively. The vaccines
used, developed antibodies in all the inoculated groups, with differences in the
percentage of positive animals in each group. The levels of antibodies generated by the
different vaccines did not present significant differences between them. Finally,
significant differences were found between the levels of antibodies generated by the
vaccines and the levels obtained by viral passage.

Keywords: Bovine herpesvirus, cattle, vaccines, antibodies.

INTRODUCCION

La Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR) es una enfermedad causada por el Herpesvirus
Bovino Tipo 1 HVB-1). El mismo pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia
Alphavirinae, género Varicellovirus. La misma aparece descripta en la bibliografia como
una enfermedad infectocontagiosa aguda y febril.

Junto con otros virus, bacterias y en algunas ocasiones parasitos, forma parte del
denominado Complejo Respiratorio Bovino (CRB) o Enfermedad Respiratoria Bovina
(ERB)(0Odeon 2015).

La IBR en general presenta una baja mortalidad y una elevada morbilidad. Se estima una
seroprevalencia de entre el 20 y el 70% y ha sido diagnosticada en el 9% de los abortos
(Barboni et al. 2009).

Enlaprovinciade LaPampa, segun estudios realizados en la década del 90 la prevalencia
en animales adultos para IBR oscilaba entre el 68% y el 75% para dos departamentos con
explotaciones agropecuarias mayormente de cria extensiva(Fort et al. 1996).

Segun un trabajo realizado en 10 establecimientos del departamento Loventue
dedicados a la cria bovina se detectd la presencia de animales con anticuerpos para la
IBR en el 100% de estos. La seroprevalencia en la categoria terneros fue del 5%, y del 8%
y 58% para las categorias vaquillonas y vacas respectivamente (Fort et al. 2012).

En general la vacunacion forma parte de las estrategias para prevenir esta enfermedad.
ParaHouse(1980)y 0dedn(2015) el uso de las mismas en la prevencion del ERB no deberia
sobre dimensionarse por la limitada inmunidad que brindan.

Es importante senalar que en nuestro pais solo se permite el uso de las vacunas
inactivadas, las cuales tienen una serie de limitaciones, entre las que se encuentrala baja
inmunogenicidad (Romera 2001, Valera 2002).
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Dentro de los factores que afectan la eficacia de las vacunas inactivadas contra BVH-1
deben incluirse el tipo de adyuvante utilizado en su formulacion y la concentracion
antigénica del virus (Kamaraj et al. 2009).

Algunos autores al evaluar la inmunogenicidad de diferentes lotes de vacunas
encontraron unaasociacion entre el nivel de anticuerpos generadosy la cantidad de virus
utilizado (previos a la inactivacion), considerando que antigenos que contienen titulos
virales por encima de 10% TCIDso/dosis pueden inducir una mejor respuesta de
anticuerpos (Kamaraj et al. 2009).

EnlaRepublica Argentina, la respuesta generada por las vacunas comerciales es motivo
de discusién permanente. Al respecto otros autores evaluaron la respuesta inmune
generada por dos vacunas convencionales bivalentes contra IBR y DVB, utilizando dos
esquemas de vacunacion diferentes, sin encontrar respuesta contra BVH-1 en ninguno
de los lotes vacunados (Valera et al. 2009).

Elobjetivo del presente trabajo fue evaluar la respuesta seroldgica contra IBR a partir del
uso de vacunas polivalentes disponibles en el mercado.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizd durante los meses de mayo y junio en el campo de la Escuela
Provincial Agrotécnica“Florencio Peirone” de Victorica, La Pampa.

Los procedimientos utilizados con los animales siguieron las pautas establecidas en la
Guia para el cuidado y uso de Animales Agricolas en la Investigacion y Ensenanza
Agricola.

Se utilizo un lote de 49 terneros de 6 meses de edad. Los mismos llevaban 21 dias de
destetados, presentaban un buen estado general, tamano corporal parejo y no habian
sido vacunados contra BVH-1.

Se trabajo con vacunas polivalentes de 3 marcas comerciales diferentes que incluian en
su formulaciéon BHV-1inactivado e hidréxido de aluminio como adyuvante.

Los animales se agruparon en 4 grupos(G)de 15 animales. Al finalizar el ensayo los grupos
quedaron compuestos de la siguiente manera: (G1) 14 animales, (G2) 13 animales, (G3) 13
animales y (G4) o control negativo 9 animales. A los grupos (G1, G2 y G3) se les aplicaron
dos dosis de vacuna con intervalos de 21 dias. Al grupo numero 4 por ser el testigo se le
aplico solucién fisioldgica como placebo también con unintervalo de 21dias’.

Para tener una referencia del nivel de anticuerpos que se generaron se utilizé como
control (+) un grupo de 10 animales que estuvieron en contacto con BHV-1y que fueron
detectados en un trabajo realizado el ano anterior.

A los animales de G1, G2, G3 y G4 se les extrajo sangre en cuatro oportunidades
diferentes. La primera extraccion fue 21 dias previos al inicio del ensayo, la segunda
extraccion coincidio con laaplicacion de la primera dosis vacuna, ambas extracciones se
realizaron para descartar que hubiese animales con presencia de anticuerpos contra el
BHV-1. La tercera extraccion coincidio con la aplicacion de la sequnda dosis de vacuna,
21 dias después de la primera aplicacién. La cuarta extraccion se realizo a los 21 dias de
aplicada la segunda dosis de vacuna.

"Aclaracion: la disparidad en el numero de animales por grupo que finalizaron el ensayo se debe a que solo se contabilizaron los
animales que completaron todas las inoculaciones y extracciones. El ensayo se llevo adelante en un sistema real de produccion
correspondiente al area denominada “el Cadenal” donde predominan arboles y arbustos por lo que algunos animales perdieron las
caravanas o no pudieron ser encerrados para realizar la totalidad de las practicas previstas.
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A las muestras de sangre se les extrajo el suero y fueron congeladas hasta su
procesamiento. Parala deteccion de anticuerpos contra el virus de la IBR se utilizé un kit
de ELISA indirecto del Laboratorio HIPRA (CIVTEST Bovis IBR) de acuerdo a la
metodologia descripta por el fabricante. Para la interpretacion de los resultados se
utilizé el indice relativo x 100 (IRPC) que sale de la siguiente formula:

((DO. Muestra - DO control negativo)/ (DO control positivo - DO control negativo)) x 100.
Los resultados de IRPC menores a 25 fueron considerados negativos, y resultados con
un IRPC igual o mayor a 25 positivos.

Para evaluar el nivel de anticuerpos generado por cada vacuna se tomaron las medias
geomeétricas de las densidades opticas obtenidas de los sueros correspondientes a cada
grupo en los distintos muestreos realizados. Las medias geométricas fueron
comparadas entre siy con el control (+). Posteriormente, se utilizé el test de analisis de
varianza ANOVA para analizar larespuesta de cadavacuna, y comparar larespuesta entre
vacunas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como puede observarse en la Tabla N2 1, el porcentaje de animales vacunados que
presentd anticuerpos contra IBR 21dias posteriores ala primera aplicacion de lavacuna
fue del 28,6%, 46% y 38,4% para los grupos G1, G2 y G3 respectivamente. El grupo G4 o
Control(-)tuvo el 0% de animales con anticuerpos para IBR.

El porcentaje de animales revacunados que presentd anticuerpos contra IBR 21 dias
posteriores a la aplicacion de la sequnda dosis de vacuna fue del 42,8%, 61,5% y 38,4 %,
para G1, G2y G3 respetivamente y 0% para G4 o Control (-).

Tabla 1. Presencia de anticuerpos contra IBR post vacunacion.

G1 G2 G3 G4
N¢ de animales con anticuerpos a los 21
dias de recibir la primera dosis de 4/14 6/13 5/13 0/9
vacuna/Total de animales vacunados
% de animales con anticuerpos a los 21
dias de recibir la primera dosis de 28,6 46 38,4 0
vacuna
Intervalo de confianza(IC) 9,8-55,5 21,3-72,6 15,7-65,9 -
Cantidad de animales con anticuerpos
luego de la 22 dosis/Total de animales 6/14 8/13 5/13 0/9
vacunados
% de animales con anticuerpos a los 21
dias de recibir la segunda dosis de 42,8 61,5 38,4 0
vacuna
Intervalo de confianza(IC) 14,6-68,8 34,1-84,3 15,7-65,9 -
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En la tabla 2 se puede observar la evolucion de la media geomeétrica del IRPC segun el
grupo de animales a los dias -21, 0, 21y 42 del ensayo.

Tabla 2. Evolucion de la media geométrica del IRPC segun el grupo de animales.

Media geométrica del IRPC

Dia-21 Dia 0 Dia 21 Dia 42
G1 3,2 3.4 6 16,31
G2 3.2 3,2 17,5 27,7
G3 3.1 3,32 13,6 15,12
G4o
Control (-) 3,3 3,3 8,2 6,8
Control (+) 95,563

Enla figura 1 puede visualizarse que la media geométrica del IRPC de G1aumenta luego
de la sequnda dosis. Para G2 la misma aumenta de manera constante luego de la primera
y segunda aplicacion hasta alcanzar el valor maximo el dia 42. La media geométrica de
G2 paralos dias 21y 42 se presenta como la mas elevada.

Por otro lado, la media geométrica G3 presenta un aumento luego de la primera
aplicacion, para mantenerse practicamente constante después de la segunda
vacunacion.

Por ultimo, en G4 o Control(-) no hubo variaciones fuera de las esperadas para animales
no vacunados, indicando que no hubo actividad viral durante el tiempo que duro la
prueba.

Figura 1. Representacién grafica de la evolucion de la media geométrica del IRPC segun
el grupo de animales.
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Siguiendo con la interpretacién de la figura 1 se pueden contrastar las medias
geométricas de los IRPC de los diferentes grupos vacunados y del control (+)
correspondiente al grupo de animales en el que hubo pasaje viral.

Al aplicar el test de anélisis de varianza ANOVA a las medias geométricas del IRPC
obtenido los dias 0, 21y 42, se observan diferencias significativas para los tres grupos
conrespecto al grupo control negativo, a pesar del bajo nivel de anticuerpos generado (P
igual o menor a 0,000).

Al comparar mediante el mismo test las medias geométricas de los IRPC de los 3 grupos
vacunados entre si, no se encontraron diferencias significativas en el nivel de
anticuerpos generados al dia 21del ensayo (P=0,302) ni al dia 42 del mismo (P=0,800).

Si se comparan los niveles de anticuerpos generados por el pasaje viral (control +), y las
respuestas obtenidas por las vacunas, para estas ultimas fueron significativamente
inferiores a los niveles obtenidos por pasaje viral (P menor a 0,000).

CONCLUSIONES

La utilizacion de vacunas comerciales ha demostrado la capacidad desarrollar
anticuerpos contra BVHT1 en los diferentes grupos inoculados, sin embargo, el % de
animales positivos en cada grupo fue variable, alcanzando el maximo en G2 (61,5%)y el
minimo en G3(38,4%).

En cuanto nivel de anticuerpos generados por las diferentes vacunas utilizadas, al
compararlos no se observaron diferencias significativas entre si.

Por ultimo, el nivel de anticuerpos fue inferior a los niveles obtenidos por pasaje viral
independientemente de la vacuna utilizada. Para profundizar el analisis de este ultimo
aspecto y su vinculacion con la capacidad de las vacunas en la prevencion de IBR se
estima conveniente en futuros trabajos realizar la prueba de seroneutralizacion viral.
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