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POTENCIA para vacunas bovinas inactivadas que contengan en su
formulacién herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) agente causal de la
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR)

1. INTRODUCCION

El herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) es el agente etiologico de la rinotraqueitis
infecciosa bovina/vulvovaginitis pustular infecciosa (RIB/VPI), enfermedad del ganado
bovino doméstico y salvaje que provoca un amplio rango de manifestaciones clinicas que
incluyen, rinotraqueitis, vulvovaginitis, balanopostitis pustular infecciosa, conjuntivitis,
aborto, enteritis y encefalitis (1, 2, 3).

Luego de la infeccidn respiratoria o genital, el BoHV-1 se se establece de forma
latente en los ganglios nerviosos. Situaciones de estrés, pueden inducir la reactivacion de la
infeccion latente y el virus puede excretarse de modo intermitente (1, 3).

La infeccion induce una respuesta de anticuerpos y una respuesta inmune celular en
7-10 dias. Los anticuerpos neutralizantes pueden persistir hasta 5 afios luego de la
infeccion, pero se necesita de reestimulaciones (reactivacion o vacunacién) para mantener
sus titulos en niveles detectables por la técnica de neutralizacion viral. Por el contrario, los
anticuerpos totales, evaluados por ELISA, permanecen detectables durante toda la vida (4-
6).

En general, las vacunas evitan la manifestacion de sintomas clinicos graves y
reducen la liberacion del virus después de la infeccion, pero no evitan la infeccién (1,2). En
varios paises de Europa se estan realizando camparfias de erradicacion con o sin vacunacion
(obligatorias y/o voluntarias). La infeccion por BoHV-fue erradicada en Noruega,
Finlandia, Suecia, Austria, Dinamarca, Suiza y algunas regiones de Italia y Alemania (1,7).
En el resto del mundo la infeccion es endémica y con prevalencias elevadas (8, 9, 10, 11).

En la actualidad se dispone de varias vacunas con BoHV-1 atenuado e inactivado en
la region. En Argentina y Uruguay las Unicas vacunas admitidas por las autoridades
regulatorias son a virus inactivados. Las vacunas contienen cepas del virus que por lo
general se han multiplicado durante mdaltiples pasajes en cultivo celular. Las vacunas
inactivadas contienen altos niveles de virus inactivados o porciones de las particulas viricas
(glicoproteinas) suplementadas con un adyuvante para estimular una respuesta inmune
adecuada. Las vacunas inactivadas se administran por via intramuscular o subcutanea. En
varios paises existen vacunas marcadoras o DIVA (que permiten la diferenciacion entre
animales infectados y vacunados). Estas vacunas marcadoras se basan en mutantes
delecionados o en una subunidad del virion, por ejemplo, la glicoproteina E (12). Este tipo
de vacunas se utiliza en Europa en los paises que aplican programas de erradicacién con
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campafas de vacunacion (1, 7). En paises endémicos, los programas de vacunacion
intensiva pueden reducir la prevalencia de los animales infectados. (1).

Los organismos de control internacional (APHIS, USA; EMEA-CVMP, UE; OIE;
VICH) (1, 2, 13, 14) exigen para la aprobacion de vacunas que contienen IBR ensayos de
potencia y eficacia en la especie de aplicacion, que implican la vacunacion y desafio de
bovinos susceptibles y seronegativos. Una vez aprobado el producto, agencias como el
CVB, USDA de Estados Unidos de Norteamérica, permiten la realizacion de ensayos in
vitro para controlar la potencia de vacunas virales aplicando el método de rectas paralelas
en comparacion con una vacuna de referencia [Title 9, Code of Federal Regulations (9 CFR)
113.8(a)(3)(ii)]. Sin embargo, hasta tsnto no se cuente con métodos in vitro especificos, el
control de cada serie de vacuna inactivada a liberar debe realizarse por medio de una
prueba de potencia que determine la inmunogenicidad del producto en bovinos o en otro
modelo animal de laboratorio (prueba in vivo) que haya sido estadisticamente validado y
posea un grado de concordancia aceptable respecto de la prueba de potencia en la especie
de destino. También es altamente deseable que el modelo en cuestion sea validado como
herramienta predictiva del grado de proteccion que conferira la vacuna frente a la descarga
viral en bovinos seronegativos (1, 2, 13, 14). La dificultad de contar con bovinos
seronegativos y el elevado costo de las pruebas de inmunogenicidad en el hospedador
natural, no permite realizar en forma rutinaria esta prueba de potencia y eficacia en la
especie blanco. Es por ello que se decidié desarrollar y validar una prueba estandarizada en
animales de laboratorio (cobayos) que permita evaluar la potencia de cada lote de vacuna,
garantizando asi la presencia en el mercado de productos estandarizados y eficaces.

En relacion al bienestar animal, los organismos internacionales fomentan el
desarrollo de pruebas in vitro, para evitar o reducir al minimo el uso de animales de para
pruebas experimentales de control (15, 16). En el caso particular de estas vacunas, simples
0 combinadas e inactivadas, la aplicacion de estas técnicas es posible y merece su
exploracion, pero dado que presentan el inconveniente de que deberian estandarizarse para
cada formulacién en particular (conjunto de antigenos inactivados y adyuvantes, vacunas a
sub unidades y vacunas a DNA), aln se considera inevitable pasar por una prueba in vivo
para evaluar la Potencia de estos productos (17).

2. CONTROL DE POTENCIA EN COBAYOS: OBJETIVOS Y ALCANCE

El modelo cobayo desarrollado, si bien se trata de un ensayo in vivo, el nimero de
animales a utilizar (n=6 por vacuna y 4 testigos/placebos) y la cantidad de extracciones de
sangre se reduce al minimo. Los cobayos presentan la ventaja frente a otros animales de
laboratorio, como ratones, que por su mayor tamafio permiten que se puedan tomar
muestras seriadas de suero, sin comprometer la vida del animal. Ademas, con el volumen
de muestra obtenida se puede evaluar la calidad de las vacunas polivalentes para todos los
antigenos virales que la componen; las que, en algunos casos llegan a contener hasta 4
valencias de estos 5 agentes: herpesvirus bovino, virus de la diarrea viral bovina, virus
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respiratorio sincicial, virus de parainfluenza 3, rotavirus bovino. Algunas vacunas para
prevenir las diarreas neonatalaes del ternero también incluyen coronavirus bovino en su
formulacion.

Finalmente, la evaluacion seroldgica es independiente del tipo de adyuvante (oleoso o
acuoso) y de la cantidad y calidad de los virus inactivados que componen la formulacion.

Antecedentes del modelo de cobayo

La prueba para control de vacunas virales en cobayos se basa en la inmunizacion de
6 cobayos con dos dosis de vacuna (en un intervalo de 21 dias), por via subcutanea, de un
volumen correspondiente a 1/5 de la dosis bovina. Los animales se mantienen bajo estudio
durante un minimo de 30 dias y se toman muestras de suero al momento de la primera dosis
de vacuna (0 dias post-vacunacion) y 9 dias post-revacunacion. Conjuntamente con la
evaluacion de la/s vacuna/s incognitas (n=6), se incluyen dos grupos de cobayos, uno
vacunado con una vacuna de referencia de potencia conocida (n=6) y un grupo de animales
testigos no vacunados (n=4). A los treinta (30) dias de iniciado el control se sangran los
animales vacunados, realizandoles el control seroldgico por ELISA y neutralizacion viral.
Es importante destacar que los cobayos son una especie libre de BoHV-1 y, por lo tanto,
naturalmente seronegativos para anticuerpos (Ac) contra este agente viral.

A partir de los resultados obtenidos desde el afio 2008, donde todos los sueros de los
cobayos fueron negativos al inicio de la prueba, podemos recomendar el control anual de
los animales reproductores de la colonia, suprimiendo asi el muestreo de los animales al
inicio, tomando solo muestras al finalizar la prueba (30 dpv) en los grupos vacunados y
testigos.

La validacion del modelo cobayo para la valencia IBR, a partir del analisis de
regresion lineal del titulo de Ac determinado por ELISA y neutralizacion viral (VN), indic
que la respuesta de anticuerpos inducida por las vacunas de BoHV-1 en bovinos y cobayos
fue directamente proporcional a la concentracion de antigeno (Ag) contenido en la vacuna
(ensayo dosis-respuesta). EI modelo cobayo fue capaz de discriminar significativamente
entre vacunas formuladas con concentraciones de Ag de 1 log de diferencia, tanto por
ELISA como por VN. A partir de los resultados obtenidos en la curva dosis-respuesta, se
estimaron puntos de corte o rango de titulos de Ac anti-BoHV-1 que permiten diferenciar
las vacunas segun la inmunogenicidad inducida en cobayos y bovinos. Se establecieron dos
puntos de corte y tres categorias por ELISA (Tabla 1) y VN (Tabla 2). Finalmente, vacunas
representativas de cada categoria fueron evaluadas en una prueba de desafio experimental
con IBR en bovinos seronegativos y se establecid la relacion del titulo de Ac en cobayos,
bovinos y el grado de proteccion frente a la infeccion (18).



POTENCIA DE LA VACUNA ELISA

ESPECIE

NO SATISFACTORIA SATISFACTORIA MUY SATISFACTORIA
COBAYO y<1.93 1.93<y<3.02 3025y
BOVINO Y <169 169< ¥ <272 2725 Y

Tabla 1. Puntos de corte determinados por ELISA expresados como el log10 de la inversa de la dilucién de suero
analizado que resulta positiva en el ensayo. Titulo promedio de Ac de grupos de 5 cobayos, evaluado a los 30 dias post
vacunacion (dpv) y grupos de 5 bovinos seronegativos evaluados a los 60 dpv. Los bovinos reciben dos dosis de vacuna
con un intervalo de 30 dias segun lo que recomiendan los laboratorios productores y se muestrean a los 0 y 60 dpv, dado
que este punto representa el pico o plateau de la respuesta de Ac contra BoHV-1. Los cobayos reciben dos dosis de
vacuna (1/5 del volumen de la dosis bovina) con un intervalo de 21 dias y se muestrean a los 0-30 dpv. El protocolo de
vacunacion aplicado en los cobayos permite obtener una cinética de respuesta de Ac similar a la de la especie de
destino, pero se reducen los tiempos en 30 dias, resultando en una prueba mas rapida y econdmica que la prueba en
bovinos.

Titulos de Ac determinados por ELISA mayores a 3.02 en cobayos y 2.72 en
bovinos se asociaron a vacunas de potencia muy satisfactorias. Vacunas que indujeron
titulos de Ac entre 3.02 -1.93 en cobayos y 2.72-1.69 en bovinos resultaron satisfactorias
(18). En cambio, vacunas que inducen titulos de Ac inferiores a 1.93 en cobayos y 1.69 en
bovinos se consideran no satisfactorias para su comercializacion.

POTENCIA DE LA VACUNA neutralizacion viral (VN)

ESPECIE

NO SATISFACTORIA SATISFACTORIA MUY SATISFACTORIA
COBAYO y<1.31 1.31<y<2.05 205y
BOVINO Y <127 1.27<Y <1.96 196<Y

Tabla 2. Puntos de corte determinados por VN, expresados como titulos de Ac neutralizantes calculados por el método
de Reed y Muench. Titulo promedio de Ac de grupos de 5 cobayos, evaluado a los 30 dias post vacunacién (dpv) y
grupos de 5 bovinos seronegativos evaluados a los 60 dpv. Los bovinos reciben dos dosis de vacuna con un intervalo de
30 dias y se muestreas a los 0 y 60 dpv. Los cobayos reciben dos dosis de vacuna (1/5 del volumen de la dosis bovina)
con un intervalo de 21 dias y se muestrean a los 0-30 dpv.

Titulos de Ac neutralizantes por encima de 2.05 en cobayos y 1.96 en bovinos se
asociaron a vacunas de potencia muy satisfactorias. Vacunas que indujeron titulos de Ac
entre 2.05-1.31 en cobayos y 1.96-1.27 en bovinos resultaron satisfactorias. En cambio,
vacunas que inducen titulos de Ac inferiores a 1.31 en cobayos y 1.27 en bovinos se
consideran no satisfactorias, y por ende, no aptas para su comercializacion.



Tanto por ELISA como por VN, las vacunas clasificadas como muy satisfactorias o
satisfactorias cumplen con los requisitos exigidos por el 9.CFR de USA y el manual de
diagndstico y vacunas de los animales terrestres de la OIE para su aprobacion. En relacion a
la proteccion frente a la infeccidn se exige la reduccion de 1/100 o mayor del titulo de virus
infeccioso excretado en los animales vacunados respecto al titulo excretado por los
controles no vacunados. En el ensayo de desafio efectuado con vacunas representativas de
las categorias muy satisfactoria y satisfactoria, en los animales vacunados con ambas
vacunas se reduce significativamente la cantidad de virus excretado respecto del control. A
su vez, el virus excretado por animales vacunados con la vacuna muy satisfactoria fue
significativamente menor al excretado por el grupo que recibid la vacuna satisfactoria. En
relacion los signos clinicos, la OIE exige para el grupo vacunado una reduccién de la
duracién de la enfermedad en al menos tres dias 0 mas, respecto del grupo control. Este
requisito sélo fue logrado por la vacuna muy satisfactoria. Sin embargo cuando se utilizan
mediciones mas apropiadas para evaluar la enfermedad, como el area bajo la curva que
contemplan el grado de severidad y la duracién del cuadro clinico, ambas categorias de
vacunas reducen significativamente los signos de enfermedad (18).

A partir de este criterio, para evaluar el grado de concordancia entre el modelo
cobayo y los bovinos, se realizaron 63 pruebas en paralelo en ambas especies que
incluyeron las vacunas calibradoras utilizadas en el ensayo dosis-respuesta, grupos
inoculados con placebos, grupos no vacunados y 22 vacunas comerciales de calidad
desconocida y se obtuvo como estimacion de la concordancia un indice kappa (K) =0.894;
ASE = 0.041; 95% CI 0.813-0.974; p < 0.0001, para Ac determinados por ELISA y
K=0.876, ASE = 0.050; 95%CI 0.777-0.971; p < 0.0001, para Ac neutralizantes, lo que
indica una muy buena concordancia entre la potencia estimada por el modelo cobayo y la
obtenida en la especie destino (19).

El modelo cobayo logré predecir adecuadamente no solo la calidad inmunogenica
de las vacunas, sino tambiéen su grado de eficacia frente al desafio experimental en bovinos.
La prueba propuesta no necesita infraestructura ni tecnologia compleja, sélo un bioterio con
cobayos Yy técnicas seroldgicas corrientes (ELISA, VN) de uso rutinario en los laboratorios
de virologia, correctamente armonizadas con normas internacionales (9.CFR, OIE, EMEA)
y preferentemente validadas bajo normas ISO-IEC 17025 (20, 21, 22, 23).

Criterio de validacion de la prueba en cobayos

La prueba de potencia en cobayos se considera valida cuando el promedio obtenido
del titulo de Ac de los animales vacunados con una vacuna de referencia resulta el valor
esperado (24), y los animales controles no vacunados (testigos) permanecen seronegativos
para Ac contra BoHV-1 durante toda la experiencia.



Criterio de aprobacion de la vacuna segun la prueba de potencia en cobayo
a) ELISA

Se evaluaran todos los sueros de los animales inmunizados con la vacuna en control.
Se seleccionaran CINCO (5) de los sueros con mayor titulo obtenido y sobre ellos se
realizar4 el promedio. Para la APROBACION de la vacuna sometida a control, el
promedio de los titulos de Ac a los 30 dpv debera ser mayor o igual a 1.93 por la técnica de
ELISA para BoHV-1.

b) NEUTRALIZACION VIRAL

Se evaluaran todos los sueros de los cobayos inmunizados con la vacuna sometida a
control. Se seleccionardn CINCO (5) de los sueros con mayor titulo obtenido y sobre ellos
se realizara el promedio. Para la APROBACION de la vacuna sometida a control, el
promedio de los titulos de Ac a los 30 dpv debera ser mayor o igual a 1.31 por la técnica de
VN para BoHV-1.

Armonizacién de ensayos para la region

Se elaborara un panel de sueros controles positivos y negativos, asi como vacunas
de referencia, que estaran a disposicion de los usuarios de la regién para armonizar los
resultados obtenidos por cada laboratorio de ensayos que adopte este método de control.
Los sueros de referencia locales (de cobayos y bovinos) tendran trazabilidad en las técnicas
descriptas contra los sueros bovinos de referencia europeos (EU1, EU2 y EU3) provistos
por los laboratorios de referencia de la OIE.
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ANEXO |

DE LA GUIA DE PRUEBA DE POTENCIA Y EFICACIA PARA VACUNAS BOVINAS
QUE CONTENGAN EN SU FORMULACION HERPES VIRUS BOVINO (BOHV-1)
AGENTE CAUSAL DE LA RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (IBR)

PROCEDIMIENTO

PRUEBA DE POTENCIA PARA IBR EN COBAYOS

Condiciones de los cobayos. Se utilizan animales mayores a 30 dias de edad vy el peso debe ser de 400
gramos + 50 gramos. Por cada serie en control se vacunaran como minimo SEIS (6) COBAYOS. Pueden
utilizarse machos o hembras pero cada grupo debe contener animales del mismo sexo.

Cuarentena de animales. Los animales se instalan en los racks de la sala de experimentaciéon y permanecen
al menos de SIETE (7) sin tratamiento, para su adaptacion al manejo de alimentacién, cuidado y limpieza del

sector, previo al inicio de los ensayos.

Inoculacién de vacunas. La vacuna se aplica por via parenteral subcutanea con 1/5 del volumen de la dosis

bovina.

Extraccion de sangre para obtencion de muestras de suero. Se puede realizar por puncion cardiaca, vena
yugular o la vena auricular marginal.

Procesamiento de la muestra: obtencidn de sangre sin anticoagulante, separacién del coagulo y obtencion
del suero sanguineo. Clarificacion por centrifugaciéon.  Fraccionamiento en alicuotas de 500 ul.
Almacenamiento a -202C hasta el momento de analisis. Rétulo: N2 de protocolo, vacuna, n? de animal y
tiempo postvacunacion.

CONTROLES SEROLOGICOS PARA LA PRUEBA DE POTENCIA EN COBAYOS

Es importante destacar que los cobayos son una especie libre de BoHV-1y por lo tanto
naturalmente seronegativos para Ac contra este agente viral y solo resultan positivos luego de ser
experimentalmente inmunizados con este agente.

ENSAYO DE ELISA PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA IBR

Se utiliza un ELISA indirecto validado para la deteccion de anticuerpos anti-BoHV-1. (20).
Brevemente, se sensibilizan placas con virus BoHV-1, obtenido a partir de células MDBK infectadas (pocillo
positivo), o células MDBK como control negativo de infeccion (pocillo negativo). La concentracidn 6ptima de
virus y células no infectadas para sensibilizar las placas se determina por titulacién cruzada para cada lote
producido y es constante para toda la placa. Los sueros se ensayan en ambos pocillos (+ y -) en 6 diluciones
seriadas base 4 comenzando desde una dilucion minima de 1/40. El ensayo se revela utilizando como
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anticuerpo detector un Ac anti IgG(H+L) de cobayo marcado con peroxidasa. Como sistema sustrato
cromogeno se utiliza H,0,/ABTS y la lectura se realiza en un lector de ELISA a 405 nm.

REACTIVOS

= Buffer de sensibilizacién de placas (carbonato/bicarbonato) pH 9,6.

Na,COs3 0,159 grs.
NaHCO; 0,293 grs.
Agua destilada c.s.p. 100 ml

Ajustar pH con NaOH/ HCI 1 N
Almacenar a 42 C (1-82 C).

= Buffer Acido citrico pH 5.0

Acido Citrico Monohidrato 0,960 grs.
NaOH 1IN aprox. 10 ml para llevar a pH 5,0
Agua destilada c.s.p. 100 ml

Ajustar a pH: 5,0 £0.5 con Na(OH) 6 HCI 1N.
Almacenar a 42 C (1-82 C).

=  ABTS Solucién Madre
ABTS 0,22 grs.
Buffer Acido Citrico 10 ml.
Fraccionar en alicuotas de 1 ml en tubos plasticos. Almacenar a —20 = 52 C.

= Solucion de revelado ABTS

Soluciéon madre ABTS 300uL
Buffer Acido citrico pH5 10 ml
Agua oxigenada 30 volumenes (H,0,) 10 uL

= Solucién de frenado: SDS (dodecil/lauril sulfato de sodio) al 5% en agua. Almacenar a temperatura
ambiente.

= Buffer de Lavado (PBS, pH 7.4- Tween,, 0,05%)
PBSpH 7.4 1000 ml

Tween,q 500 plL

= Buffer de bloqueo vy diluyente. PBS/Tween20 0.05%/0VA 1%, pH 7.4

Tween,g 500ul.
PBS 1X 1000 ml.
Ovoalbumina 10 gramos.

Fraccionar en alicuotas de 50 ml en tubos plasticos. Almacenar a =20 + 52 C.

13



REACTIVOS PARA SENSIBILIZACION

Control de Captura Positivo- Antigeno: Preparado a partir de cultivos de células MDBK infectados con cepas
de BHV-1 de referencia.

Control de Captura Negativo: Preparado a partir de cultivos de células MDBK.

Anticuerpo detector CONJUGADO

Conjugado Anti IgG de Cobayo marcado con peroxidasa. Pueden ser utilizados:

Affinity purified goat anti- Guinea Pig Ig G (H+L) peroxidase labeled, KPL, cat. # 14-17-06.

Peroxidase- conjugated affiniPure Goat anti-guinea pig IgG (H+L), Jackson, cat. # 106-035-003

Nota: Conjugados de otras marcas o conjugados producidos internamente previamente
verificados/validados como éptimos para ser utilizados en el ensayo de ELISA pueden utilizarse luego de la

titulacion corrrespodiente frente a sueros de referencia.

CONTROLES

Control positivo cobayo: Pool de sueros de 5 cobayos vacunados con dos dosis de vacuna conteniendo 10’
DICTso/ml de BoHV-1 en adyuvante oleoso (Vacuna de Referencia). Se consideraran conformes aquellos
ensayos en los cuales el control positivo se encuentre dentro del valor promedio + 1 desvio Standard (SD)

valor promedio + 1 SD = 0.520 < 0.740 <£0.960

Dicho suero, analizado por seroneutralizacion debe arrojar un titulo de anticuerpos neutralizantes contra
BoHV-1 entre 2.4y 3.0 (Titulo expresado segun el método de Reed y Muench).

Control negativo cobayo: Suero de cobayo cuya absorbancia corregida en la dilucién de uso resulte menor
al punto de corte (cut off) de la técnica (40% de la absorbancia corregida del control positivo).

Blanco de Reactivos: PBS.

Para cada uno de los controles se utilizan 4 pocillos (dos capturas positivas y sus dos capturas negativas
correspondientes). Se recomienda ademas, incluir en cada ensayo una muestra positiva de titulo conocido y
otra muestra negativa (sueros estandares internos). Estas muestras se siembran aleatoriamente en distintos

lugares en al menos dos de las placas del ensayo y se corren en todos los ensayos.

PROCEDIMIENTO DEL ELISA:
Sensibilizacion de placas
1. Realizar la dilucion de uso del Antigeno y su control de captura negativo en Buffer de
sensibilizacidn de placas, pH 9.6. Utilizar placas de ELISA de 96 pocillos “tipo immulon 1b”. Colocar
50yl de del antigeno en las en las filas B-D-F-H y 50yl de captura negativa en las filas A-C-E-G.
Incubar durante 17 horas 2 hs, entre 42 Cy 82 C.
2. Descartar el contenido de la placa. Lavar 3 veces con buffer de lavado (PBS/Tween,, 0,05 %, pH
7,4)
3. Agregar 100 ul /pocillo de Buffer de bloqueo (PBS Tween,, 0,05%/0OVA 10%, pH 7.4). Incubar en
camara humeda durante 1 hora, a 372 C.
4. A continuacion descartar el bloqueo, lavar 3 veces y se puede proceder con el ensayo o guardar la
placa a -20°C, durante un maximo de 30 dias.
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Dilucidn y sembrado de muestras

5.

Para la dilucion de las muestras se recomienda el uso de placas de cultivo de 96 pocillos. Colocar
195 ul de buffer de bloqueo en la columna 1y 7 y 150 ul en las columnas restantes.

Agregar 5 ul de los sueros a analizar y colocarlos en pares de pocillos 1:AB, 1CD, 1EF, 1GH, 7CD, 7EF,
7 GH (dilucion inicial de suero 1/40). Entran 7 muestras por placa. Los pocillos 7-12 AB se destinan a
los controles del ensayo.

Realizar diluciones base 4, transfiriendo 50 ul de 1-6, descartar los tips. Con nuevos tips realizar las
diluciones de 7-12.

Transferir 50 ul de cada dilucién realizada a la placa de reaccion desde la dilucion mas diluida a la

mas concentrada.

Dilucion y sembrado de controles

9.

10.

11.
12.

13.

El kit de ELISA sera provisto con controles estandarizados que deberan prepararse de la siguiente
forma: Coloque en sendos tubo, 200 ul de diluyente (PBS Tween,, Ova 10% pH 7.4), y 4ul de Suero
Control Positivo y Suero Control Negativo, respectivamente. Homogeneizar.

Colocar 50 ul de la dilucion del Control Positivo en los pocillos A7 B7 A8 y B8 y 50 ul de la diluciéon
del Control Negativo en los pocillos A9 B9 A10 y B10 y colocar 50 ul del PBS Tween20 Ova 10% pH
7.4 en los pocillos A11 B11 A12 y B12 (Blanco de reaccidn). Incubar en cdmara humeda durante 1
hora,a 372 C.

Descartar el contenido de la placa. Lavar 4 veces. Secar.
En un tubo conteniendo 5000 ul de diluyente colocar la cantidad correspondiente de Anticuerpo

Conjugado segun su dilucién de uso. Colocar 50 ul por pocillo en toda la placa. Incubar en cdmara
himeda durante 1 hora, a 372 C.

Descartar el contenido de la placa. Lavar 5 veces. Secar.

Revelado, Lectura e Interpretacion

14.

15.

16.

17.

18.

Preparar 5 ml de solucién de revelado. Colocar 50 ul de la solucidn de revelado en cada pocillo y
esperar entre 10 y 15 minutos con la placa en oscuridad. Realizar una lectura de prueba a 405 nm
para controlar que el control positivo esta llegando a su valor de densidad éptica esperada de DOc
de 0.470 minimo.

Detener la reaccion colocando 50 ul de solucién de frenado (SDS 5%) en todos los pocillo de la placa
y realizar la lectura. Pasar los datos de la lectura a una planilla de calculo.

Realizar la resta de cada una de las absorbancias de las capturas positivas menos cada una de sus
respectivas negativas. (Ejemplo: H1 menos G1= DOc (Densidades dpticas corregidas).

Calcular el promedio de las DOc del control positivo (100% PP).

Calcular el PP% de cada muestra en cada dilucion PP=DOc muestra / DOc Control Positivo*100.
Calcular el promedio de las replicas del control negativo y su PP%.

ACEPTACION DEL ENSAYO (CONFORMIDAD)
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Los criterios que a continuacion se describen se aplicaran individualmente a cada placa.

. Una placa de ensayo se considera conforme cuando el la DOc del control positivo se encuentra
dentro del rango establecido DOc: 0.520 -0.960. El control negativo y el blanco de reactivos presentan
PP% menores al cut-off del ensayo (40%PP). El titulo del suero de referencia positivo da el valor esperado
+/- una dilucién base 4 (error del método).

= El titulo de Anticuerpos de una muestra se establece como la inversa de la maxima dilucidn cuya
PP% sea mayor o igual al Cut-off del ensayo (40%PP).

INFORME DE RESULTADOS DE CALIDAD INMUNOGENICA DE VACUNAS DE IBR PROBADAS EN COBAYOS Y
SUEROS EVALUADOS POR ELISA

Los resultados pueden interpretarse y utilizarse para clasificar una vacuna en el modelo cobayo por
ELISA siempre que se haya dado conformidad al ensayo de ELISA y se cuente con un minimo de 5 animales
con resultado para realizar el titulo promedio de Ac inducido por la vacuna.

Para declarar al ensayo de inmunizacién conforme, los sueros de los cobayos inmunizados con la
vacuna de referencia deben arrojar un titulo promedio dentro del rango establecido determinado por una

carta de control que arroja el valor promedio + dos desvios estandar obtenido de un minimo de 5 pruebas.

Para la vacuna a evaluar se informa el titulo promedio de Ac anti-BoHV-1 detectado por ELISA como
promedio de los titulos de los 5 animales (log en base 10 de la inversa de la maxima dilucion cuyo porcentaje
de positividad es mayor o igual al punto de corte del ensayo, establecido como mayor o igual al 40% del
control positivo). Las muestras negativas en la minima dilucion de suero ensayada (1/40) se expresan con un
titulo arbitrario de 0.3 para los calculos.

ENSAYO DE NEUTRALIZACION VIRAL PARA DETERMINAR AC PARA IBR

REACTIVOS
Virus de trabajo: BoHV-1 Cepa de Referencia Los Angeles (LA) o cepa de virus BoHV-1 autdctonos.
Diluida de tal manera de contener 100 dosis infecciosas cultivo de tejido 50% (DICTs).

Controles:

Control positivo cobayo: Pool de sueros de 5 cobayos vacunados con dos dosis de vacuna conteniendo
10’ DICTso/ml de BoHV-1 en adyuvante oleoso (Vacuna de Referencia) con un titulo de Ac neutralizantes
de 2.4-3.0.

Control negativo cobayo: Pool de sueros normales de cobayo (sueros de cobayos pre-inmunizacién o
testigos no vacunados).

Estandar positivo: Suero de cobayo inmunizado, con titulo de Ac VN conocido.

Estandar negativo: Suero normal de cobayo.
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Suspension celular: Se utiliza una suspension celular de la linea MDBK conteniendo 200.000-250.000
cel/ml

Inactivacion de las muestras: Previo a su utilizaciéon en el ensayo de VN, las muestras de suero,
incluidos los controles del ensayo deben ser sometidas a bafio de agua a 56 + 32 C, durante 30 + 5
minutos, para inactivar el complemento.

Preparacion del medio de trabajo: MEM-E suplementado con 1% de solucién antibidtica (0.5% sulfato
de gentamicina, 0.7% sulfato de estreptomicina, 0.2% penicilina G sédica) y 2% de suero fetal bovino
(SFB).

PROCEDIMIENTO ENSAYO DE NEUTRALIZACION VIRAL A VIRUS FIJO-SUERO VARIABLE:

1-Se utilizan placas de cultivo de 96 pocillos. Colocar 75ul/pocillo de medio en todas las placas a utilizar.
2-Diseiio de la placa de los sueros problema: Agregar 25ul de la muestra problema, por cuadruplicado. Se
comienza desde una dilucion minima de 1/4 que sumado al volumen de virus y células queda en una dilucién
inicial de 1/8. Incluir en forma aleatoria entre las muestras a analizar estandares de titulo conocido.
3-Diseiio de la placa control: Se colocan los sueros control positivo y negativo del mismo modo que las
muestras. Para realizar el control de células se colocan 150ul de medio de trabajo por cuadruplicado en
cuatro filas (16 pocillos totales). Para el control de las 100 DICTs, de virus, se realizan 3 diluciones en base 10
a partir de la dilucién de trabajo. Se siembran 75ul por cuadruplicado de las 4 diluciones preparadas (Puro,
1/10; 1/100 y 1/1000) a las cuales se les agrega 75ul de medio.

4-Realizar diluciones seriadas en base 4, pasando 25ul, para todas las muestras y sueros controles.

5-Se realiza un control de toxicidad de cada muestra colocando 75ul de medio en otra placa.

6-Preparar la dilucion de trabajo de virus (100 DICTs,) en el medio de trabajo. Colocar 75ul de la dilucién de
trabajo del virus en todas las placas, excepto en la placa de controles de toxicidad, en el control de células y

en el control de 100 DICTx,.

7-Realizar tres diluciones base 10 del virus de trabajo (puro, 1/10; 1/100; 1/1000) sembrar 4 replicas de cada
dilucién en una placa aparte

8-Incubar las placas (mezcla suero-virus) durante 1 hora a 37 2 C en atmésfera de CO, al 5%.
9-Agregar sobre la mezcla suero-virus 100ul por pocillo, de la suspensién celular conteniendo 200.000-

250.000 cel./ml en todas las placas. Incubar las placas a 37 + 12 C en atmdsfera de CO, al 5 £+ 1 %, durante
48-72 hs.
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Lectura e Interpretacion

Al cabo de las 48-72 hs la lectura se realiza por inspeccion de las monocapas al microscopio 6ptico.
La lectura es por observacion de efecto citopatico viral (CPE) caracteristico de herpesvirus bovino. Se
considera positivo aquel pocillo que presente un foco de CPE caracteristico de BoHV-1. En los controles de
toxicidad se debe observar la monocapa igual que los controles de células, libre de efecto CPE y libre de
efecto toxico. El titulo neutralizante del suero analizado se obtiene segun la cantidad de replicas protegidas
en las diluciones seriadas en base al método de interpolacion de Reed y Muench. Si un suero determinado
presenta toxicidad en las diluciones analizadas, el titulo de anticuerpos neutralizantes no podra

determinarse por esta técnica.

ACEPTACION DEL ENSAYO (CONFORMIDAD)
El ensayo se considera conforme cuando:
e Las monocapas de los controles de células se encuentran en buen estado (monocapas confluentes,
células refringentes, sin alteraciones morfoldgicas, sin rastros de contaminacién y sin CPE de BoHV-1).
e Eltitulo de la suspensidn viral debe contener 100 DICTsp, con un rango admitido entre 50-200 DICTs.
e El control positivo debe dar el titulo esperado * 1 pocillo.
® El control negativo debe dar negativo. Se le coloca un valor arbitrario de 0.3 para los calculos.

INFORME DE RESULTADOS DE CALIDAD INMUNOGENICA DE VACUNAS DE IBR PROBADAS EN COBAYOS Y
SUEROS EVALUADOS POR VN

Los resultados pueden interpretarse y utilizarse para clasificar una vacuna en el modelo cobayo por
VN siempre que se haya dado conformidad al ensayo de neutralizacidn viral y se cuente con un minimo de 5
animales con resultado para realizar el titulo promedio de Ac inducido por la vacuna.

Para validar el ensayo los sueros de los cobayos inmunizados con la vacuna de referencia deben
arrojar un titulo promedio dentro del rango establecido determinado por una carta de control que arroja el
valor promedio * dos desvios estdndar obtenido de un minimo de 5 pruebas.

Para la vacuna a evaluar, se informa el titulo promedio de Ac neutralizantes anti-BoHV-1 obtenido
segun el método de Reed y Muench de los 5 cobayos inmunizados. Las muestras negativas en la minima

dilucion de suero ensayada (1/8) se expresan con un titulo arbitrario de 0.3 para los célculos.
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