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Lista de abreviaturas

PI-3: virus parainfluenza tipo 3 bovino

Min-Méx: Valores minimo y maximo, respectivamente.

SD: Desvio estandar.

LCI: Limite de confianza inferior bilateral al 95 %.

LCS: Limite de confianza superior bilateral al 95 %.

Titulo de Ac. : Titulo de Anticuerpos transformados a logaritmos
IHA: Inhibiciéon de hemoaglutinacion

UIHA: unidades inhibitorias de la hemoaglutinacién

ANOVA: Analisis de varianza

Ag: Antigeno

dpv: dias post vacunacién
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EL ESTUDIO

Objetivos 1. Ensayo dosis respuesta de vacunas contra Parainfluenza 3 bovi-
no (PI-3)

e Capacidad discriminatoria del modelo cobayo y la especie de des-
tino (bovinos) para diferenciar vacunas oleosas formuladas con
concentraciones crecientes de Ag de PI-3.

e Estimar el tiempo 6ptimo de muestreo en bovinos y cobayos para
realizar la comparacion de pardmetros seroldgicos entre el modelo
y la especie de destino.

2. Establecer un criterio de clasificacion de vacunas comerciales en
el modelo cobayo y los bovinos.

3. Analisis de Concordancia entre el bovino y el modelo cobayo pa-
ra clasificar vacunas gold std de concentracién conocida y vacu-
nas comerciales, segun los puntos de corte establecidos.

1. Disefio Estudio experimental. La seleccion aleatoria de los animales ensayados
estuvo a cargo del grupo de investigacion.

2. Variables  Se evalug el titulo de Ac por IHA para PI-3, a los 0, 30, 60 y 90 dias dpv en

en estudio bovinos y a los 0, 30 y 60 dpv en cobayos.

2. Grupo de Laboratorio VD, Instituto de Virologia, CICV y A, INTA

Investigacion

3. Periodo.

Los datos provienen de ensayos realizados durante 2004 — 2005- 2006 en
el marco del CVT 1664 INTA-Biogénesis Bago.

Analisis estadistico basado en un informe previo realizado en 2006.

Fecha de informe: Septiembre 2012.

5. Nimero de
animales

Dosis respuesta: 80 bovinos mayores de seis meses de edad y 90 coba-
yos de 450 a 550 gr de peso en grupos de 5.

Concordancia: 500 bovinos y 428 cobayos en grupos de 5 a 10, corres-
pondientes a 74 vacunas comerciales y experimentales.
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Disefio Experimental, materiales y métodos

Vacunas:

Se formularon dos sets vacunas oleosas, polivalentes conteniendo las valencias virales IBR, BVDV y dosis cre-
cientes de antigeno de virus PI-3 bovino cepa de referencia SF4 (genotipo A). El rango de concentracion viral utilizada en
cada vacuna, varié en 1 o medio log10 de diferencia entre cada vacuna. Cada set de 4 vacunas cada uno se evalu6 en
paralelo en bovinos y cobayos, en dos experimentos independientes segun se detalla en la tabla 1.

Tabla 1. Experimentos dosis respuesta en Bovinos y cobayos

Set de vacunas Setl Set 2
Ensayo a campo bovinos/ 11-1.2 21-2.2
Ensayo en cobayos
afio 2004 2005
PI-3 A Oleosa (10% C Oleosa (10)*
Vacunas: concentracion del B Oleosa (5x10") C Oleosa (1073*
antigeno expresada en C Oleosa (101) D Oleosa (102
DICT50/dosis D Oleosa (10°) E Oleosa (10)

Placebo/testigos Placebo/testigos

*En el afio 2005, set de vacunas 2, se probaron dos vacunas con 10” DICTse/dosis de PI-3

Bovinos:

Es importante destacar que la infeccioén por el virus de parainfluenza tipo 3 bovino es endémica en el ganado bo-
vino a nivel mundial (Ellis, 2010) y que todos los terneros reciben anticuerpos calostrales anti-PI-3 que pueden persistir
hasta los 6 meses de edad. Se estima que cuando los titulos de Ac calostrales disminuyen a valores inferiores a 1/32 (256
UIHA) los terneros se encuentran altamente susceptibles a sufrir la infeccién por PI-3, que pueden ser sintomatica o no y
rapidamente desarrollan anticuerpos frente al agente.

En funcién de lo expuesto, para realizar el ensayo dosis-respuesta propuesto se utilizaron terneros de cria de las
razas angus, heresford y sus cruzas, mayores de 6 meses de edad. Las experiencias se realizaron en las temporadas
2004 y 2005, (set 1.1: Exp 301.04-1, grupos de 5 animales, un evento; set 1.2: Exp 301.04-bis, grupos de 5 animales, un
evento; set 2.1y 2.2: Exp 546-05, 2 grupos de 5 animales para cada grupo, en dos eventos independientes;). En todos los
casos se determind el titulo de Ac basales contra PI-3 por IHA para armar los grupos con medias de Ac basales
homogéneas. Los animales incluidos en el ensayo debian ser primo-vacunados con las vacunas bajo estudio. Los anima-
les fueron vacunados con dos dosis de 3 ml de vacuna con un intervalo de 30 dias y se tomo muestras de suero a los 0,
30, 60 y 90 dias post vacunacion (dpv) (Figura 1a). Se incluyé un grupo placebo y un grupo de animales no vacunados
como testigos. El estudio completo involucré 80 bovinos de cria (Parrefio, 2010; Parrefio, 2008).

Cobayos

Por su parte, los cobayos de 400-500 gramos de peso fueron controlados para determinar que fueran seronegati-
vos para Ac IHA contra PI-3 y luego fueron vacunados con dos dosis de vacuna de un volumen de dosis correspondiente
a 1/5 de la dosis bovina, por via parenteral, con un intervalo de 21 dias, los animales se muestrearon a los 0, 30 y 60 dpv

(Figura 1a y b). El estudio completo involucré 90 cobayos (Exp 500.2-05; 500.3-05; 255.1-04; 255.2-04) (Parrefio, 2010;
Parrefio, 2008).

Analisis de muestras:

La respuesta inmune humoral frente a la vacunacion con PI-3 se evalu6 en el sueros de los animales vacunados
mediante la técnica de inhibicién de la hemoaglutinacion de GR de cobayos segin la metodologia que se detalla en el
Anexo | de la guia del modelo para PI-3.
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Figura 1.a
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Anélisis de datos:

Con los resultados obtenidos se construyd una base de datos del ensayo dosis-respuesta. Todos los ensayos
realizados en cobayos y bovinos generaron resultados procesables. De esta manera se obtuvieron 17 valores promedio
de titulo de anticuerpos IHA para cada especie, correspondiente a grupos conformados por 5 cobayos y 5 bovinos, vacu-
nados con las vacunas calibradoras formuladas con concentraciones crecientes de PI-3 que permitieron hacer el estudio
de la cinética y magnitud de la respuesta de anticuerpos en cada especie, la capacidad discriminante del bovino y el mo-
delo cobayo de diferenciar entre vacunas de diferente concentraciéon antigénica de PI-3 (Akkermans and Hendriksen,
1999; Davies, 1966; Pryseley et al., 1999).

Vacunas probadas para evaluar la concordancia entre el modelo y la especie destino:

Para estudiar el grado de concordancia entre el modelo cobayo y los bovinos se analizaron un total de 71 casos
gue incluyeron las 17 vacunas oleosas calibradoras, elaboradas para realizar el ensayo dosis-respuesta, 16 grupos con-
troles negativos que recibieron placebos o no fueron vacunados (testigos), 6 vacunas experimentales de potencia cono-
cida (gold estandar), de las cuales una fue oleosa y cinco acuosas. Finalmente se incluyeron 32 vacunas comerciales, 18
acuosas y 14 oleosas (apéndice |, vacunas andlisis de concordancia).

Métodos Estadisticos:

El analisis estadistico abordé basicamente la comparacion de promedios del titulo de Ac. de distintos tiempos de
muestreo en vacunas experimentales. Los datos de titulos de Ac IHA en cobayos y bovinos determinados a los 0, 30 y
60/90 dpv, respectivamente, fueron analizados mediante un modelo mixto de medidas repetidas (Littell et al., 1998). Las
diferencias entre medias se probaron empleando el criterio de Bonferroni. Se emple6 el criterio de Akaike para la selec-
cion de la matriz de covarianzas. En los casos en que la interaccion Vacuna*Momento resulté significativa la comparacion
de medias se efectud dentro de cada momento (Di Rienzo, 2002; Littell et al., 1998; Westfall et al., 1999).

Para determinar los puntos de corte de clasificacion de vacunas en ambas especies se emple6 analisis de regre-
sion . Brevemente para los titulos de Ac IHA anti-PI-3 inducido por las 17 vacunas calibradoras utilizadas en los ensayos
dosis respuesta en cada especie (Cobayo y Bovino), se estim6 el modelo lineal polinémico (de segundo grado), que mejor
ajustara los datos. Para cada caso se informan los coeficientes de cada modelo ajustado, la significacién del modelo, el
coeficiente de determinacion (r2), los titulos estimados para las concentraciones de interés (10° y 10’ DICTso/dosis) y la
estimacion de los Limites Inferiores de los Intervalos de Prediccion (LIP) para el titulo de Ac. esperado para dichas con-
centraciones. En cada caso se adjuntan también los graficos de las curvas estimadas, con las correspondientes bandas
de confianza y de prediccion.

Finalmente, para establecer el grado de concordancia entre el modelo cobayo INTA y bovino para clasificar vacu-
nas de PI-3, segun los puntos de corte establecidos, se analizaron las vacunas detalladas en el Apéndice 1 mediante el
indice Kappa ponderado. Para cada especie (Bovino y Cobayo), se efectué un andlisis descriptivo, para evaluar prome-
dios, medianas y medidas de variacion, a través de las categorias propuestas. Se incluyen los Box & Whisker para visua-
lizar el nivel de discriminacion entre categorias. A partir de la aplicacion simultdnea del criterio de categorizacion en Bovi-
nos y Cobayos, se generaron tablas de contingencia, para evaluar la concordancia entre ambos criterios. El nivel de con-
cordancia fue evaluado mediante el indice KAPPA ponderado, acompafiado de su SE asintético y el intervalo de confianza
del 95 % (Altman, 1997). En primer lugar, dicho indice fue estimado para el conjunto de vacunas de concentraciones co-
nocida cuya informacion puede considerarse un Gold Standard, en este caso se evaluo la posible discrepancia con las
predicciones efectuadas por cada modelo por separado. Luego se comparo la concordancia entre el modelo y la especie
de destino y luego se completo en analisis incluyendo las vacunas comerciales. Valores de indice Kappa ponderado en-
tre 0.41-0.60 indica concordancia moderada, valores de 0.61 a 0.80 indican concordancia sustancial o aceptable, mien-
tras que valores mayores a 0.80 se considera concordancia casi perfecta (Viera and Garrett, 2005).



Validacion Estadistica del Modelo Cobayo INTA para
evaluar la potencia de vacunas contra la infeccion por el virus de Parainfluenza tipo 3 bovino

RESULTADOS

1-Ensayo Dosis respuesta Bovinos
e Evaluacion de lainmunogenicidad y cinética de respuesta de anticuerpos IHA anti-PI-3 en bovinos vacunados

Inicialmente se realizé un ensayo dosis respuesta que abarcé vacunas de concentracion de Ag de PI-3 de 10° a
10° DICTs/dosis de PI-3 En este primer ensayo se evaluaron vacunas que diferian entre 1y % logaritmo en su concen-
tracién antigénica. Todos los grupos de bovinos iniciaron la prueba con titulos basales de Ac contra PI-3 estadisticamente
similares. El analisis de la cinética de respuesta de Ac IHA anti PI-3 en los bovinos vacunados con este 1° set de vacu-
nas, probado en dos ensayos de campo en dos rodeos diferentes, indic6 que las vacunas asi formuladas fueron muy
inmunogénicas. Los grupos vacunados seroconvieron para Ac IHA anti-PI-3 luego de una dosis a los 30 dpv y alcanzaron
un titulo de Ac plateau que se mantuvo hasta los 90 dpv, diferenciandose estadisticamente del grupo control no vacunado
o vacunado con placebo (Tabla 2; Figura 2).

Los bovinos no lograron discriminar entre vacunas que diferian en %2 0 1 log en su concentracion antigénica en el
rango de virus utilizado (Tabla 2), por lo que se decidi6 realizar un seglin experimento con una concentracion menor de
antigeno.

Tabla 2. Set 1.1 + 1.2 (Exp 301-04/301bis-04).

Momento de sangrado
Vacuna n (dias
0 30 60 90
A Oleosa 10° 10 241 A 3.32 A* 3.38 A* 3.26 A*
B Oleosa 5x10’ 10 241 A 3.41 A* 3.41 A* 3.43 A*
C Oleosa 10’ 10 251 A 3.23 A* 3.26 A* 3.28 A*
D Oleosa 10° 10 251 A 3.10 A* 2.98 A 3.26 A*
Testigos/Placebo 10 219 A 229 B 223 B 2.23B

Nota: Los valores estan expresados como medias aritméticas de los titulos de Ac.

Medias en una misma columna con diferente letra difieren significativamente.

Medias en la misma fila con asterisco indican diferencia significativa (seroconversién respecto del nivel de Ac basales).
La interaccion Vacuna*Momento fue significativa (p<0.0001)

Ensayo Dosis Respuesta1.1+1.2
Cinética de Ac IHA anti-PI3 en Bovinos

—+— A Oleosa (10" 8)

—#— B Qleosa (5x1047)

C Oleosa (1x1047)

D Oleosa (1x10*8)

Titulo de Ac IHA ( log inversa dil)

—i— Testigos/Placebos

1,00 | |
0 30 60 90

tiempo (dias post vacunacion)

Figura 2. Cinética de respuesta de Ac anti-PI-3 en bovinos vacunados con vacunas oleosas con dosis crecientes de Ag. Dosis Rta set 1.1+1.2
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En el segundo experimentos se prepard un nuevo set de vacunas que fue aplicada a dos grupos de bovinos, en
dos ensayos independientes, en el mismo rodeo. En este caso, se prepararon dos vacunas con 10’, una vacuna con 10°y
otra con 10° DICTs, de PI-3/dosis. Nuevamente los bovinos iniciaron la experiencia con tltulos de Ac basales estadistica-
mente similares y seroconvitieron para Ac IHA anti-PI-3 luego de una dosis (vacunas 10’ y 10 ) alcanzando un plateau
gue se mantuvo hasta los 90 dpv. OPor su parte, la vacuna formulada con 10° de PI-3/dosis elev levemente el titulo de
Ac luego de 1y 2 dosis de vacuna pero a niveles que no se consideran seroconversmn A los 60 dias post vacunacion los
titulos de Ac promedio inducidos por la vacuna con concentracion de Ag de 10° fue significativamente inferior a los de las
vacunas con concentraciones superiores y a los 90 dpv los bovinos vacunados con esta vacuna retornaron su nivel basal
de Ac contra PI-3.

Tal lo observado en el experimento anterior, a los 60 dpv, los bovinos no fueron capaces de discriminar entre va-
cunas que poseen 10°y 10’ DICTs, de Ag de PI-3, pero si diferenciaron entre estas dosis y vacunas conteniendo 10°.

La capacidad de discriminar significativamente entre vacunadas que difieren en 1 log10 reC|en se logra a los 90
dias. Este segundo experimento permitié determinar que vacunas con concentraciones de Ag de 10° ya no serian inmu-
nogénicas para indicar niveles de Ac detectables por la técnica de IHA (representando el limite de deteccién de la técnica)
(Tabla 3; Figura 3).

Tabla 3. Set 2.1 + 2.2 (Exp 546-05)

Vacuna Anticuerpos IHA anti-PI3
n Tiempo (dpv)
0 | 30 60 90
C Oleosa 10’ 10 1.87 A 3.23 A* 3.23 A* 3.14 AB*
C Oleosa 10’ 10 1.99 A 3.31 A* 3.38 A* 3.28 A*
D Oleosa 10° 10 1.93 A 3.11 A* 3.28 A* 2.81 B
E Oleosa 10° 10 2.02 A 237 B 254 B 209 C
Placebo 10 1.87 A 202 B 198 C 187 C

Nota: Los valores estan expresados como medias aritméticas de los titulos de Ac.

Medias en una misma columna con diferente letra difieren significativamente.

Medias en una misma fila con asterisco difieren significativamente del titulode Ac basal (seroconversion)
La interaccién Vacuna*Momento fue significativa (p<0.0001)

Ensayo Dosis Respuesta 2,1+2,2
Cinética de Ac IHA anti-PI3 en Bovinos

4,00

3,50 A

——vac C (1x1047)
a
3,00 ~ b —8—vac C (1x1047)
2,50 -
vac D (1x10%8)

2,00 ¢

vac E Oleosa
1,50 1 1 (1x10"5)

—#— Testigos

Titulo de Ac IHA ( log inversa dil)

1,00 : :
0 30 60 a0

tiempo (dias post vacunacion)

Figura 3. Cinética de la Respuesta de Ac IHA anti-PI-3 en Bovinos (EnsayoDosis Respuesta Set 2 ensayos 2.1 + 2.2)
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Ensayo dosis respuesta en cobayos:

Estudio de lainmunogenicidad, cinética de respuesta de Ac y capacidad discriminante del modelo
cobayo como prueba alternativa de potencia de vacunas de PI-3

En la tabla 4 se detalla en analisis estadistico del total de grupos de cobayos inmunizados con cada vacuna,
agrupadas por dosis de Ag. Los cobayos iniciaron la experiencia seronegativos para Ac IHA contra PI 3. Luego de dos
dosis de vacunas (0 y 21 ds), todos los cobayos de los grupos vacunados con vacunas conteniendo 10°, 5x10; 10" y 10°
DICTs, dePI-3/dosis seroconvierten a los 30 dpv. Las vacunas que contlene 10" de virus 0 méas presentan tltulos S|gn|f|ca-
tivamente mayores a los 30 dpv que las vacunas formuladas con 10°, que a su vez se diferencian de las vacunas 10° de
virus, que practicamente no inducen respuesta detectable por IHA. Solo se detecta un aumento significativo del titulo de
Ac. promed|o al dia 60 en la vacuna con concentracmn 10°. En esta vacuna, la diferencia media verdadera apenas super-
a, como maximo, medio logaritmo. La vacuna con 10° de virus, al igual que lo observado en bovinos, no logra generar
seroconversién biolégicamente relevante en los 4 lotes de cobayos vacunados (Tabla 4, Figura 4).

Del resultado obtenido en estos ensayos en cobayos, se concluye que la administracion de dos dosis de vacuna
con un intervalo de 21 ds entre dosis permite obtener una cinética y magnitud de respuesta de Ac anti PI-3 similar a la
observada en los bovinos. Asimismo, el cobayo, probablemente por su condicién de seronegativo, posee mayor poder
discriminante que el bovino para evaluar la inmunogenicidad de vacunas para PI-3 siendo los 30 dpv el momento 6ptimo
de toma de muestra para realizar la evaluacién. El modelo cobayo, al igual que los bovinos, no seroconvierte para Ac IHA
al recibir vacunas con 10° de Ag de PI-3 (limite de deteccion).

Tabla 4. Ensayo dosis respuesta Cobayos:
(Set2.1+22+Setl.1+1.2)

Momento de sangrado
Vacuna n (dias) SD

0 30 60
A Oleosa 10° 25 | 1.00 | 3.15 A | 3.07A | 0.34
B Oleosa 5x10’ 9 1.00 | 3.28 A | 3.08 A | 0.30
C Oleosa 10’ 30 | 1.00 | 297 A | 3.08 A |0.31
D Oleosa 10° 19 | 1.00 | 2.00 B | 277 A | 0.71
E Oleosa 10° 10 | 1.00 | 1.00 C | 1.45 B | 0.68

* Desvio estandar de la diferencia.

348
281 Figura 4. Titulo de Ac. promedio y Error Estandar
de vacunas oleosas con distinta concentracidn antigénica.
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Ensayos Dosis Respuesta: Capacidad Discriminatoria pj_3 |HA
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Figura 5. Cinetica de respuesta de Ac anti-PI-3 y estudio de la capacidad discriminante del modelo cobayo para distinguir entre vacunas con con-
centracion viral creciente. (cada set de vacunas elaborado en dos afios consecutivos, probados en dos lotes de cobayos de 5 animales

cada uno).

Tabla 5. Experimento 1.1 + 1.2 PI-3 IHA

Vacuna Momento de toma de muestra
(dpv)
0 | 30 | 60
C Oleosa 10’ 1.00 326 A 3.45A
C Oleosa 10’ 1.00 356 A 371A
D Oleosa 10° 1.00 277 B 3.06 B
E Oleosa 10° 1.00 1.00 C 1.45 C
Placebo/ testigos 1.00 1.00 1.00

Nota: Los valores estan expresados como medias aritméticas de los titulos de Ac.
Medias en una misma columna con diferente letra difieren significativamente.
La interaccion Vacuna*Momento no fue significativa (p= 0.475).
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Tabla 6. Experimento 2.1 + 2.2 - PI-3 IHA

Vacuna Momento de toma de muestra
(dpv)
0 30 60
C Oleosa 10’ 1.00 3.47 A 3.63 A
C Oleosa 10’ 1.00 3.65 A 377 A
D Oleosa 10° 1.00 2.88 B 3.10 B
E Oleosa 10° 1.00 1.00 C 1.38 C
Placebo/testigos 1.00 1.00 1.00

Nota: Los valores estan expresados como medias aritméticas de los titulos de Ac.
Medias en una misma columna con diferente letra difieren significativamente.
La interacciéon Vacuna*Momento no fue significativa (p= 0.734).

Conclusiones de los ensayos dosis respuesta en bovinos y cobayos

e El patron de respuesta fue similar en ambas especies animales tanto para la Cinética de la respuesta de Ac como
para la Magnitud de la respuesta de Ac IHA anti-PI-3. Las respuestas promedio del titulo de Ac. tendieron a au-
mentar con las concentraciones crecientes de Ag en bovinos y cobayos. Se observé una relacion directamente
proporcional entre la Respuesta de Ac y la concentracién de Ag en ambas especies, evidenciando un claro efecto
dosis respuesta. Sin embargo la capacidad de discriminacion de los bovinos entre vacunas de diferente concen-
tracién antigénica solo permite diferenciar vacunas de menos de 10° de Ag de PI-3 por dosis de vacunas con
concentraciones de Ag de 10° o mayores.

e Laprueba en cobayo demostré6 mayor capacidad discriminante que el bovino, dado que discriminé signi-
ficativamente entre vacunas oleosas formuladas con titulos de Ag de 10°; 10° y titulos de 10’ o mayores.

e El titulo de Ac IHA a los 30 dias resulta mas discriminante en la deteccién de vacunas de baja concentracién de
antigenos (D y E), ya que a los 60 dias, el titulo de Ac. se elevo significativamente, en estas vacunas. Esto indi-
caria que la medicion a los 30 dias se puede considerar como el punto 6ptimo para finalizar la prueba en
cobayos, resultando una prueba econémica y rapida para evaluar la potencia de vacunas para PI-3.

2- Anadlisis de regresion y estimacion de puntos de corte para la clasificacién de vacunas para PI-
3 en bovinos y cobayos

El analisis de regresion de los datos obtenidos a partir de los ensayos dosis respuesta en bovinos y cobayos en la
Para establecer los puntos de corte para discriminar vacunas de diferente potencia se ilustra en la figura 6. Para ambas
especies el modelo matematico que mejor ajustd a los datos fue un modelo lineal polindmico de 2° grado. El modelo
permitié predecir los titulos de Ac IHA promedios inducidos por las vacunas con un 85% de ajuste para cobayos y un 81%
de ajuste en bovinos. La F reportada y su valor p corresponden a la significacién del modelo (Figura 6).
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Curva de regresion ajustada e intervalos de confianza y de prediccion

5,00+ 5,001
COBAYQOS BOVINOS
g 3,751 . 3,75
_g /
-
& . ®
E 2,50 2,501
=T
=
°
=1
=
£ 1,251 1,251
]
£
0,00 f T T T 0.00 T T T T
4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 4,00 3.00 6.00 7,00 8.00
Modelo Iinzefl polinomico de 2° grado Modelo lineal polinémico de 2° grado
RE =0,8559; p< 0,0001 R? = 0,8177; p< 0,0001
Titulo de Ac IHA predicho: Titulo de Ac IHA predicho;
-13,69 + 4,22 Ag PI-3 - 0,258 Ag PI-3 -3,139+ 1,71 Ag PI-3-0,1122 Ag PI-32

Figura 6. Andlisis de Regresion a partir del cual se estiman los puntos de corte para clasificar vacunas de diferente calidad inmunogenica en bovinos
y cobayos. Cada punto representa el promedio del log10 de los titulos de Ac inhibidores de la hemoaglutinacién anti-PI-3, obtenido en grupos de 5
cobayos/bovinos vacunados con vacunas oleosas con concentraciones crecientes de Ag de PI-3. Se ilustra la curva estimada por el modelo acom-
pafiana las bandas correspondientes a los intervalos de confianza y prediccion del 90%.

En la tabla 7 se detallan los limites de prediccion obtenidos a partir del modelo matematico en bovinos y cobayos.
El limite inferior del intervalo de prediccion del 90% representa el valor minimo de Ac IHA promedio que debe inducir una
vacuna para cada concentracion de Ag en la formulacién cuando es administrada a un grupo de un minimo de 5 cobayos
0 5 bovinos, con un 95% de confianza (coverage). Dado que tanto el modelo como la especie de destino fueron capaces
de discriminar entre vacunas formuladas con una concentracion de 10° de Ag de PI-3 0 mayor de vacunas con concentra-
ciones inferiores, el punto de corte para declarar una vacuna como de calidad minima aceptable fue el correspondiente
el limite de prediccién del 90% para dicha concentracion antigénica estimado en un titulo minimo de 2.8 para bovinos y
1.5 para cobayos. Adicionalmente, aquellas vacunas con concentraciones de antigeno 2 10’ DICTso/dosis 0 mayores de-
ben arrojar titulos promedios de Ac no menor a 3.1 en bovinos y 2.4 en cobayos.

Tabla 7. Limites de prediccion del 90% estimados a partir del analisis de regresion

Conc

Set. gcl,gslo Bov Bov | Cobayo IPRE(LI) IPRE(LS) | IPRE(LI) | IPRE(LS)

Exp VACUNA | DICT50/dosis) | TO T60 T30 Bov T60 Bov T60 CobT30 Cob T30
1,1 A 8 2,69 | 3,41 3,59 3,05 3,67 2,67 4,46
1,1 B 7,7 2,32 | 3,41 3,41 3,09 3,67 2,67 4,34
1,1 C 7 2,38 | 3,29 3,18 3,05 3,62 2,39 4,02
1,1 C 7 2,26 | 3,35 3,18 3,05 3,62 2,39 4,02
1,1 D 6 2,44 | 3,11 1,48 2,8 3,37 1,52 3,17
1,2 A 8 2,14 | 3,35 3,71 3,05 3,67 2,67 4,46
1,2 B 7,7 251 | 3,41 3,17 3,09 3,67 2,67 4,34
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12 C 7 2,63 | 3,23 2,93 3,05 3,62 2,39 4,02
1,2 D 6 2,57 | 2,87 2,02 2,8 3,37 1,52 3,17
2,1 C 7 2,08 | 3,17 3,47 3,05 3,62 2,39 4,02
2,2 C 7 1,66 | 3,29 3,05 3,05 3,62 2,39 4,02
2,1 C 7 2,26 | 3,41 3,65 3,05 3,62 2,39 4,02
2,2 C 7 1,72 | 3,35 3,47 3,05 3,62 2,39 4,02
2,1 D 6 2,14 | 341 2,88 2,8 3,37 1,52 3,17
2,2 D 6 1,72 | 3,17 2,69 2,8 3,37 1,52 3,17
2,1 E 5 22 | 2,63 1 2,28 2,93 0,02 1,89
2,2 E 5 184 | 2,51 1 2,28 2,93 0,02 1,89

Tabla 8. Criterio de clasificacién del Titulo de Ac. estimado a partir del modelo Cobayo y la especie de destino

Especie Criterio de Clasificacion
Titulo de Ac IHA antiPI-3
Potencia Baja Intermedia Muy Satisfacto-
Menor a 10° satisfactoria ria
Entre 10°y 10’ 10’ 0 mayor

BOVINO <28 [2.8 a3.1) >3.1

cobayo <15 [1.5a2.4) 22.4

Conclusiones del analisis de regresiéon y estimacion de puntos de corte para clasificar vacunas

3-

Como criterio de clasificacion se pueden establecer limites del titulo de Ac. en cobayos para identificar la concen-
tracién antigénica de las vacunas comerciales. Para el caso de los titulos de Ac. para PI-3 medidos por IHA, el cri-
terio seria calificar como de alta inmunogenicidad (muy satsifactoria) una vacuna con titulos superiores a 2.4 en
cobayos (3.1 en bovinos) y vacunas de baja inmunogenicidad si el titulo alcanzado en promedio no supera 1.5 en
cobayos y 2.8 en bovinos. Valores intermedios indicarian que la vacuna posee bajos titulos de antigeno de PI-3
pero que podria ser inmunogenica en bovinos ya primados,considerandose de calidad inmunogenica intermedia-
satisfactoria (Tabla 8).

Es importante destacar que titulos de Ac IHA de 1/32 (en nuestro método con un titulo en UIHA = 32 * 8= 256;
expresado en log10= 2.4) se considera el umbral minimo (threshold) de anticuerpos calostrales que deben poseer
los terneros para estar protegidos frente a la infeccién por PI-3 (Ellis, 2010). El licenciamiento de vacunas para PI-
3 en Norteamérica requiere que la vacuna induzca en los bovinos al menos un incremento del titulo de Ac neutra-
lizantes en suero de una dilucién 1:4 postvacunacién y una reduccioén significativa de titulos viral excretado en se-
creciones nasales en comparacién con controles no vacunados. No se requiere reduccion de enfermedad
(9.CFR).

Estudio de concordancia entre los bovinos y el modelo cobayo para clasificar vacunas
para PI-3

El estudio de concordancia se realizo inicialmente con un Unico punto de corte que diferencia vacunas satisfactorias de no
satisfactorias (1.5 cobayos; 2.8 bovinos). El grado de concordancia del modelo cobayo y la especie de destino utilizando
39 lineas de comparacion (17 vacunas formuladas para el ensayo dosis-rta, 6 vacunas gold standard de concentracién de
Ag conocida y 16 controles negativos) fue casi perfecto (Kappa ponderado= 0.898). Solo dos vacunas fueron clasificadas
como no satisfactorias por el bovino y satisfactorias por el modelo cobayo. Ambas vacunas corresponden a formulaciones
acuosas con 10’ DICT50/dosis gue fueron correctamente clasificadas por los cobayos.
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Tabla 8. Concordancia entre el bovino y el cobayo. Vacunas Gold Standard

Bovinos (2.8)

Cobayos (1.5) No satisfactoria | Satisfactoria

No satisfactoria 19 0 19 (48,7%)
Satisfactoria 2 18 20 (51,3%)
21 18 39
-53,80% -46,20%
Weighted Kappa® 0,898
Standard error 0,07
95% CI 0,760 to 1,000

Si al analisis se incorporan 32 vacunas comerciales de concentracion de PI-3 desconocida se obtiene un grado de con-

cordancia optimo o sustancial (Kappa ponderado = 0.777). Registrandose sélo 8 discordancias sobre un total de 71 com-

paraciones.

Tabla 9. Concordancia vacunas comerciales y gold std

Bovino (2.8)

Cobayo (1.5) No satisfactoria Satisfactoria

No satisfactoria 33 0
Satisfactoria 8 30
41 30

(57,7%) (42,3%)

33 (46,5%)
38 (53,5%)
71

Weighted Kappa®
Standard error
95% ClI

0,777
0,072
0,6351t0 0,919

Finalmente si se consideran los dos puntos de corte par discriminar entre vacunas de calidad intermedia de muy buenas,
se obtiene un grado de concordancia también muy bueno (Kappa pondearado= 0.757).

Tabla 10. Concordancia considerando dos puntos de corte

Bovino
Cobayo Baja Intermedia Satisfactoria
Baja 34 0 0 34 (47,9%)
Intermedia 4 7 2 13 (18,3%)
Muy satisfactoria 3 4 17 24 (33,8%)
41 11 19 71

(57,7%) (15,5%) (26,8%)
Weighted Kappa® 0,757
Standard error 0,064

95% ClI

0,632 to 0,882
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Conclusiones del analisis de concordancia:
Los resultados obtenidos indican que el modelo cobayo puede utilizarse como una herramienta predictiva de
la inmunogenicidad de las vacunas en bovinos con una concordancia sustancial o aceptable.

Perspectivas a futuro:

Conformar los cortes de inmunogenicidad obtenidos evaluando la capacidad protectiva de las vacunas de
diferente categoria en bovinos vacunados y experimentalmente desafiados con PI-3 en condiciones controla-
das en boxes. Desarrollar un ELISA para complementar los resultados obtenidos por IHA.
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Apendice |. Vacunas utilizadas en el analisis de concordancia

NC linea Tipo de Vacuna Aplicacién VACUNA SERIE FORM &Ogmvﬁ’;slg’s';’” 5“'?3 P'g'HoABO" PB”;QBOV PB";QCOb
1 DOSISRTA Calibracion experimental A OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 8,00 2,08 3,17 3,47
2 DOSISRTA Calibracion experimental A OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 8,00 1,66 3,29 3,05
3 DOSISRTA Calibracion experimental C OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 7,00 2,26 3,41 3,65
4 DOSISRTA Calibracion experimental C OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 7,00 1,72 3,35 3,47
5 DOSISRTA Calibracion experimental D OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 6,00 2,14 3,41 2,88
6 DOSISRTA Calibracion experimental D OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 6,00 1,72 3,17 2,69
7 DOSISRTA Calibracion experimental E OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 5,00 2,20 2,63 1,00
8 DOSISRTA Calibracion experimental E OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 5,00 1,84 2,51 1,00
42 DOSISRTA Calibracion experimental A OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 8,00 2,14 3,35 3,71
43 DOSISRTA Calibracion experimental B OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 7,70 2,51 3,41 3,17
a4 DOSISRTA Calibracion experimental C OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 7,00 2,63 3,23 2,93
45 DOSISRTA Calibracion experimental D OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 6,00 2,57 2,87 2,02
47 DOSISRTA Calibracion experimental A OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 8,00 2,69 3,41 3,59
49 DOSISRTA Calibracion experimental B OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 7,70 2,32 3,41 3,41
50 DOSISRTA Calibracion experimental C OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 7,00 2,38 3,29 3,18
51 DOSISRTA Calibracion experimental C OLESAP IBR- BVDV -PI-3 7,00 2,26 3,35 3,18
54 DOSISRTA Calibracion experimental D OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 6,00 2,44 3,11 1,50
20 GOLD STANDARD Concentracion PI-3 conocida ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 7,00 2,26 3,28 2,44
27 GOLD STANDARD Concentracion PI-3 conocida OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 7,00 2,62 2,56 1,42
48 GOLD STANDARD Concentracion PI-3 conocida A ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 8,00 2,32 3,35 2,93
52 GOLD STANDARD Concentracion PI-3 conocida C ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 7,00 2,32 2,81 1,56
53 GOLD STANDARD Concentracion PI-3 conocida C ACPLUS IBR- BVDV -PI-3 7,00 2,51 2,75 2,40
63 GOLD STANDARD Concentracion PI-3 conocida ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 7,00 1,54 2,26 2,44
9 CONTROL Testigos/placebos OLEOSA 0,00 1,96 2,02 1,00
10 CONTROL Testigos/placebos OLEOSA 0,00 1,70 1,90 1,00
46 CONTROL Testigos/placebos OLEOSA 0,00 2,31 2,20 1,00
55 CONTROL Testigos/placebos OLEOSA 0,00 2,08 2,26 1,00
19 CONTROL Testigos no vacunados 2,38 2,50 1,00
24 CONTROL Testigos no vacunados 2,10 2,20 1,00
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Ne° linea Tipo de Vacuna Aplicacion VACUNA SERIE FORM Composicion (Ag virales) 393 PI3IH0ABov PI3I;‘QBOV PIS";'SCOb
29 CONTROL Testigos no vacunados 2,68 2,38 1,00
35 CONTROL Testigos no vacunados 2,75 2,75 1,00
41 CONTROL Testigos no vacunados 2,75 2,75 1,00
59 CONTROL Testigos no vacunados 2,14 1,96 1,00
62 CONTROL Testigos no vacunados 1,75 1,65 1,00
64 CONTROL Testigos no vacunados 1,69 1,74 1,00
69 CONTROL Testigos no vacunados 1,42 1,12 1,00
72 CONTROL Testigos no vacunados 1,72 1,45 1,00
77 CONTROL Testigos no vacunados 2,57 2,38 1,00
78 CONTROL Testigos no vacunados 2,38 2,2 1,00
21 COMERCIAL Sindrome respiratorio 33 ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 2,17 3,10 1,84
22 COMERCIAL Multi proposito 21 OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 - RV 2,07 2,83 2,26
23 COMERCIAL Pre-servicio 9 OLEDE IBR- BVDV -PI-3 2,11 2,53 1,36
25 COMERCIAL Multi proposito 20 OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 - RV 2,20 2,80 2,32
26 COMERCIAL Queratoconjutivitis 26 OLEOSA IBR 2,38 2,26 1,00
28 COMERCIAL Pre-servicio 9 OLEDE IBR- BVDV -PI-3 1,96 2,20 1,00
30 COMERCIAL Multi proposito 19 OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 - RV 2,38 3,17 2,75
31 COMERCIAL Sindrome respiratorio OLEDE IBR- BVDV -PI-3 2,32 2,62 1,90
32 COMERCIAL Sindrome respiratorio OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 2,38 2,99 2,99
33 COMERCIAL Sindrome respiratorio ACUOSA IBR - BVDV - PI-3 - BRSV 2,44 2,05 2,38
34 COMERCIAL Pneumonia OLEOSA PI-3 2,38 2,99 2,93
36 COMERCIAL Multi proposito 19 OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 - RV 2,38 3,17 2,87
37 COMERCIAL Sindrome respiratorio OLEDE IBR- BVDV -PI-3 2,32 2,62 2,43
38 COMERCIAL Sindrome respiratorio OLEOSA IBR - BVDV - PI-3 - BRSV 2,38 2,99 2,99
39 COMERCIAL Sindrome respiratorio 1 ACUOSA IBR - BVDV - PI-3 - BRSV 2,44 2,05 2,38
40 COMERCIAL Pneumonia 6 OLEOSA IBR- BVDV -PI-3 2,38 2,99 3,25
56 COMERCIAL Sindrome respiratorio 32 ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 1,90 2,57 2,38
60 COMERCIAL Sindrome respiratorio 45 ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 2,03 1,00
61 COMERCIAL Sindrome respiratorio 31 ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 1,95 2,12 1,45
67 COMERCIAL Sindrome respiratorio 236-152 ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 1,45 1,21 1,00
68 COMERCIAL Sindrome respiratorio 2 OLEDE IBR- BVDV -PI-3 1,21 1,12 1,00
70 COMERCIAL Sindrome respiratorio 18 ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 1,69 2,14 2,51
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Ne° linea Tipo de Vacuna Aplicacion VACUNA SERIE FORM Composicion (Ag virales) 393 PI3IH0ABov PI3I;‘QBOV PIS";'SCOb
71 COMERCIAL Sindrome respiratorio 32 ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 1,60 1,00
73 COMERCIAL Sindrome respiratorio 58 ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 2,07 2,39 1,30
74 COMERCIAL Sindrome respiratorio 58 ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 2,07 2,39 1,00
75 COMERCIAL Sindrome respiratorio 2 ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 1,90 2,43 1,00
76 COMERCIAL Sindrome respiratorio 2 ACUOSA IBR- BVDV -PI-3 2,13 2,38 1,34
79 COMERCIAL Sindrome respiratorio ACUOSA IBR - BVDV - PI-3 - BRSV 2,51 2,88 1,53
80 COMERCIAL Sindrome reproductivo ACUOSA IBR- BVDV 2,66 2,66 1,24
81 COMERCIAL Sindrome respiratorio 1 ACUOSA IBR - BVDV - PI-3 - BRSV 2,73 2,88 1,54
82 COMERCIAL Sindrom respiratorio 2 ACUOSA IBR - BVDV - PI-3 - BRSV 2,51 2,81 1,72
83 COMERCIAL Sindrom respiratorio 3 ACUOSA IBR - BVDV - PI-3 - BRSV 2,51 2,61 1,48
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