28 de septiembre del 2012
CAMEVET

Cod: 000
TRAMITE Il
FECHA: 4 de Julio de 2013

GUIA DE PRUEBA DE POTENCIA PARA VACUNAS
BOVINAS INACTIVADAS QUE CONTENGAN VIRUS
PARAINFLUENZA 3 BOVINO (PI-3)

fundacion
prosaila

QOB

Guia n° 2 - G.B.



AUTORES

Participaron en la confeccidn de la guia las instituciones representadas por las siguientes
personas (aparicion segun orden alfabético), que conforman el grupo ad hoc de vacunas
virales combinadas bovinas de la Fundacion PROSAIA:

= Dr. Enrique Argento (Camara Argentina de la Industria de Productos Veterinarios -
CAPROVE).

= Dra. Virginia Barros (Analista Profesional en el Departamento de Control de Vacunas de la
Coordinacion de Virologia. Direccion de Laboratorio Animal. Direcciéon General de
Laboratorio y Control Técnico. Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria —
SENASA)

= Dr. Hugo Gleser (Camara de Laboratorios Argentinos Medicinales Veterinarios -
CLAMEVET).

= Dra. Marianna lIéppolo (Camara Argentina de la Industria de Productos Veterinarios -
CAPROVE).

= Dr. Eduardo Mértola (Profesor Titular de Inmunologia Animal Aplicada y Secretario de
Posgrado, Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata — UNLP)

= Dra. Viviana Parrefio (INTA. Responsable de la Seccidn de Virus Entéricos - Lab VD -,
Instituto de Virologia del CICVyA, INTA Castelar. Investigadora adjunta del CONICET)

= Dra. Eliana Smitsaart (Cdmara Argentina de la Industria de Productos Veterinarios -
CAPROVE).

= Dra. Maria Marta Vena (Médica veterinaria. Consultora independiente en investigacion y
desarrollo y asuntos regulatorios).

Coordinacién del grupo a cargo del Dr. Javier Pardo (Fundacién PROSAIA).



Tabla de

contenidos

1. INEFOTUCCION ...ttt ettt sttt sttt b b n e 3
2. Guia: Control de potencia €N CODAYOS .........oouruiieririiiie e e 5
2.1. DiSefio de 12 PrUEDA ......c.ecviieiecieee ettt 5
2.1.1. CODAYOS ... ettt e e reaaenres 5
2.1.2 PrOCEAIMIBNTO ...ttt bttt bbb bbb 6
2.1.3. INTEIPIELACION ...ttt ettt e 6
2.1.4. Criterio de validacion de la prueba..........cccooveiviiiiiiie e 7
2.1.5. CAICUIDS ...t 7
2.1.6. Criterio de aprobDACION ........cccoiiiiiiieerieeese et 7
3. Armonizacion de ensayos para 12 region ..........cccuoereiiiieneiene e 7
4. RETEIEINCIAS ....e.veveiiitie ettt bbbt e et 9
ANEXO Lo e 11



PRUEBA DE POTENCIA PARA VACUNAS BOVINAS INACTIVADAS
QUE CONTENGAN VIRUS DE PARAINFLUENZA 3 BOVINO (PI-3)

1. INTRODUCCION

El virus de Parainfluenza 3 bovino (PI-3), pertenece al género Respirovirus
(Murphy et al.,, 1995) de la familia Paramixoviridae. Las particulas virales son
pleomorficas (usualmente esféricas o filamentosas) de alrededor de 150 nm de didmetro y
constan de una nucleocéapside de simetria helicoidal, rodeada de una envoltura derivada de
la membrana celular donde se expresan dos glicoproteinas de superficie: la hemoaglutinina-
neuraminidasa (HN) y la proteina de fusion (F). Estas proteinas se consideran los
principales antigenos virales y son responsables de inducir una respuesta de anticuerpos
neutralizantes en los animales infectados (Robert M. Chanock, 2001). La
hemoaglutinacion, hemoadsorcion, hemolisis y fusion celular son actividades bioldgicas
asociadas a las proteinas de la envoltura viral.

El virus de PI-3 bovino ha sido reconocido extensamente por afios como un agente
causal de infeccion endémica del ganado bovino. Actualmente, se lo reconoce como un
agente participante del complejo de enfermedades respiratorias del bovino pero su rol en la
patogenia es de menor importancia que el del virus respiratorio sincitial bovino (VRSB). La
presentacion clinica de la infeccién por PI-3 puede ser muy variable desde infecciones
asintomaticas hasta enfermedad respiratoria severa caracterizada por tos seca, fiebre y
descarga nasal (Morein and Dinter, 1975). La presentacion clinica se da principalmente en
terneros con bajos niveles de anticuerpos pasivos y en animales sometidos a stress. La
infeccion por PI-3 puede contribuir a un estado de inmunosupresién y lesion tisular que
desemboque en una bronconeumonia severa generada por infecciones bacterianas
secundarias (Haanes et al., 1997). PI-3 se reconoce como un agente importante de la
neumonia enzooGtica en terneros y como agente participante del complejo respiratorio de en
bovinos de feedlot de EE.UU. y posiblemente a nivel mundial EI virus de PI-3 fue aislado
por primera vez de bovinos con sintomas respiratorios en EE UU. Actualmente la
infeccion es endémica y presenta distribucion mundial. La infeccion natural es, en general,
asintomatica o suele cursar con sintomatologia leve. Sin embargo, la infeccion por PI-3
predispone al ganado a sufrir infecciones bacterianas secundarias como neumonia aguda
por Pasteurella sp.o el sindrome conocido como “Fiebre del transporte” (del inglés
shipping fever) (Ellis, 2010). En los paises de la region, por ejemplo en Argentina, la
infeccion por PI-3 fue detectada por evidencia seroldgica en la década del 80’ (Lager,
1983). Relevamientos seroldgicos realizados en la década del 2000 en rodeos bovinos no
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vacunados de Jujuy y Neuquén indicaron que el 100% de los bovinos adultos resultaron
seropositivos para anticuerpos contra este agente viral (Marcoppido et al., 2010 ; Robles,
2008).

En relacion a su caracterizaciéon antigénica y genética, los virus PI-3 bovinos se
clasifican actualmente en 3 genotipos: genotipo A distribuido principalmente en E.E. U.U.
y Europa, genotipo B descripto hasta el momento Unicamente en Australia y el genotipo C
solo reportado en China (Zhu et al., 2011). En Argentina el virus se ha aislado de casos de
enfermedad respiratoria de bovinos y de bufalos. Las cepas detectadas en bovinos se
clasificaron dentro de los genotipos A y C, mientras que las cepas detectadas en bufalos
correspondieron a un virus bovino perteneciente al genotipo B (Maidana et al., 2012).

Las Hemoaglutininas (HA) presentes en la superficie de este virus pueden ser
blogueadas en su funcion por la presencia de anticuerpos. Estos se dirigen contra los
antigenos especificos responsables de la unién a gloébulos rojos. La Inhibicion de la
Hemoaglutinacion (IHA) es una técnica rapida, econdémica y de facil implementacién en
laboratorios de infraestructura basica para dosar estos anticuerpos (ANEXO 1). Esta técnica
serologica resulta una herramienta Gtil para relevar la presencia de animales infectados en
un rodeo o para evaluar la respuesta inducida por una vacunacion, dado que los animales
expuestos al virus (post infeccion y/o vacunacion) aumentan significativamente el titulo de
anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacion (IHA). Para los agentes virales
hemoaglutinantes de las familias virales orthomixoviridae y paramixoviridae el titulo de
anticuerpos IHA en suero se asocian con proteccion a la infeccion (Beyer et al., 2004; de
Jong et al., 2003; Lee et al., 2001).En el mercado existen numerosas vacunas polivalentes
para prevenir el sindrome respiratorio del bovino que se formulan en adyuvante acuoso u
oleoso con el virus PI-3 inactivado acompafiado de otros antigenos virales (BoHV-1,
BDVD y BRSV) y antigenos bacterianos. EI umbral minimo de anticuerpos calostrales que
deben poseer los terneros para estar protegidos frente a la infeccion natural por PI-3 ha sido
reportado como 1/32 (en nuestro método con un titulo en UIHA = 32 * 8= 256; expresado
en log10=2.4) (Ellis, 2010).

En nuestro conocimiento, en la region no hay un criterio unificado para evaluar la
eficacia de las vacunas inactivadas que contienen PI-3 en su formulacion.



2. GUIA: CONTROL DE POTENCIA EN COBAYOS

Esta guia describe una prueba in vivo en animales de laboratorio (cobayos) que
permite evaluar la potencia (inmunogenicidad) de vacunas utilizadas en la prevencion del
sindrome respiratorio bovino frente a PI-3.

Para la validacion del modelo se siguieron las recomendaciones internacionales
para validacion de métodos de control de vacunas veterinarias, en particular vacunas
combinadas (EMEA/P038/97, 1998; Taffs, 2001). Se evaluaron en paralelo en bovinos y
cobayos vacunas experimentales y comerciales, formuladas en adyuvantes oleosos y
acuosos, conteniendo la valencia P1-3, combinada con otros antigenos virales (IBR, BVDV,
VRSB) vy bacterianos (Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica e Histophilus
sommi). La inmunogenicidad, medida en ambas especies como el titulo de anticuerpos IHA
contra PI-3 post vacunacién demostré altos indices de concordancia entre el modelo y la
especie de destino (Parrefio, 2010; Parrefio, 2008). Los detalles técnicos y estadisticos de la
validacién se presentan en el ANEXO Il de esta guia. Esta prueba puede utilizarse para el
control de calidad de cada serie de vacuna de PI-3 a liberar al mercado, resulta una
herramienta practica tanto para las empresas productoras de vacunas como para el
organismo de control oficial, garantizando asi la presencia en el mercado de productos
estandarizados y eficaces.

En relacion al bienestar animal esta prueba responde a los lineamientos de los
organismos internacionales al reemplazar y reducir significativamente el uso de animales
en pruebas experimentales (Akkermans and Hendriksen, 1999; Halder et al., 2002;
Hendriksen, 2009).

El modelo cobayo desarrollado es un ensayo in vivo, con un numero limitado pero
suficiente de animales (n=6 por vacuna y 4 testigos/placebos) que facilita el desarrollo
experimental (Akkermans and Hendriksen, 1999). Ademas permite evaluar en vacunas
combinadas polivalentes la inmunogenidad inducida para todos los antigenos virales que la
componen.

2.1 Disefio de la prueba
2.1.1 Cobayos

Se utilizan como minimo 6 animales por cada vacuna, mayores de 30 dias de edad
y con un peso de 400 gramos * 50 gramos. Pueden utilizarse machos o hembras pero cada
grupo debe contener animales del mismo sexo, con un plazo de adaptacion después del
ingreso a la sala de inoculacion de SIETE (7) dias como minimo. Luego de este periodo y
antes de iniciar la inmunizacion se recomienda la toma de muestras de suero para descartar

5



la presencia de Ac IHA anti-PI-3. En caso de que los animales resulten seropositivos previo
a la inmunizacion, no podran utilizarse en la prueba.

2.1.2 Procedimiento

Los cobayos se inmunizan con dos dosis de vacuna (con intervalo de 21 dias), por
via subcutanea, con un volumen correspondiente a 1/5 de la dosis bovina. Los animales se
mantienen bajo control 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 (30 DPV). Conjuntamente con la evaluacion de la/s vacuna/s incégnitas
(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 la técnica de IHA, (ANEXO 1I).

2.1.3 Interpretacion

El andlisis de regresion lineal del titulo de anticuerpo determinado por IHA
realizado durante la validacién del modelo cobayo para la valencia PI-3 indico que la
respuesta de anticuerpos inducida por la vacunacién con vacunas experimentales con PI-3,
en bovinos y cobayos, es 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. A partir de los resultados obtenidos en la curva dosis-respuesta, se
estimaron puntos de corte o rango de titulos de Ac IHA anti-P1-3 que permiten diferenciar
las vacunas segun la inmunogenicidad inducida en cobayos y bovinos. Se establecieron dos
puntos de corte y tres categorias (Tabla 1) ( ver detalles técnicos de la validacién en el
ANEXO ).

Tabla 1. Puntos de corte de clasificacion de vacunas para PI-3

POTENCIA DE LA VACUNA Ac anti-PI-3 (IHA)

ESPECIE

No Satisfactoria Intermedia Satisfactoria
COBAYO y<1.50 150<sy<24 y<24
BOVINO Y <280 280< Y <3.1 Y <31



Tabla 1. Puntos de corte determinados como el logo del titulo de anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacién (IHA) o
unidades inhibitorias de la hemoaglutinacién de glébulos rojos de cobayos causada por el virus de PI-3 bovino, presentes
en el suero de cobayos y bovinos vacunados con la vacuna incégnita. (y) Titulo promedio de Ac de grupos de 5 cobayos,
evaluado a los 30 dias post vacunacién (dpv); (Y) grupos de 5 bovinos evaluados a los 60 dpv. Los bovinos reciben dos
dosis de vacuna con un intervalo de 30 dias y se muestrean 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 0y 30 dpv.

Titulos de Ac IHA mayores a 2.4 en cobayos y 3.1 en bovinos se asociaron a vacunas de
inmunogenicidad muy satisfactoria. Titulos de Ac IHA mayores a 1.50 en cobayos y 2.8 en
bovinos se asociaron a vacunas de inmunogenicidad satisfactoria. En cambio, vacunas que
inducen titulos de Ac IHA inferiores a dichos titulos se consideran no satisfactorias
(ANEXO 1).

2.1.4 Criterio de conformidad de la prueba en cobayos

La prueba de potencia en cobayos se considera un ensayo conforme cuando el
promedio obtenido del titulo de Ac de los cobayos vacunados con una vacuna de referencia,
de calidad satisfactoria, resulta el valor esperado (mayor a 1.50), y los cobayos controles no
vacunados (testigos) permanecen seronegativos para Ac inhibidores de la hemoaglutinacion
contra PI-3 durante toda la experiencia.

2.1.5 Célculos

Se evaluaran todos los sueros de los seis animales inmunizados con la vacuna en
prueba. Se seleccionan los CINCO (5) sueros con mayor titulo obtenido (expresado en
logso de las UIHA del suero) y sobre ellos se realiza el promedio.

2.1.6 Criterio de aprobacion

Para la APROBACION de la vacuna sometida a control, el promedio del log;o de
los titulos de Ac IHA a los 30 dpv en los cobayos vacunados deberad ser mayor o igual a
1.50.

3. ARMONIZACION DE ENSAYOS PARA LA REGION

Se debe contar con un panel de sueros controles positivos y negativos para
anticuerpos contra PI-3, asi como vacunas de referencia. Estos reactivos de referencia
locales se utilizardn para armonizar los resultados obtenidos por cada laboratorio de
ensayos que adopte este método de control. La vacuna de referencia permitira establecer la
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conformidad del ensayo de inmunizacion de cobayos, mientras que el panel de sueros podra
utilizarse como control de la técnica seroldgica recomendada (IHA) y para la
estandarizacion de otros ensayos alternativos (ELISA y VN).
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ANEXO |

PRUEBA DE POTENCIA PARA PI-3 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 obtencidon 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, separacidon del coagulo y obtencion
del suero sanguineo. Clarificacion por centrifugacién.  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.

DESCRIPCION DE LA TECNICA IHA PARA EVALUAR TITULO DE ANTICUERPOS
INHIBIDORES DE LA HEMOAGLUTIACION DE GLOBULOS ROJOS DE COBAYOS CAUSADA
POR EL VIRUS PARAINFLEUNZA TIPO 3 BOVINO.

Inhibicién de la hemoaglutinacion de GR de cobayo por el virus de PI-3

Este ensayo determina la presencia de anticuerpos dirigidos contra las hemoaglutininas virales,
también llamados “inhibidores de la hemoaglutinaciéon” en sueros de animales potencialmente expuestos al
virus (infectados) o animales vacunados. Antes del ensayo, los sueros sufren un tratamiento con kaolin para
adsorber inhibidores inespecificos de la hemoaglutinaciéon que pudieran estar presentes, este tratamiento
deja a los sueros en una dilucion inicial de 1/5. Luego, diluciones seriadas base 2 (5, 10, 20, 40, etc.) de los
sueros se enfrentan a una concentracién fija de virus, establecida en 8 UHA/25 pl. La reaccion se revela
agregando gldbulos rojos de cobayo. Cuando en un suero existen anticuerpos especificos dirigidos a la HA
viral, se formaran complejos Ag-Ac que bloquearan la hemoaglutinacién e inhibirdn su capacidad de
aglutinar glébulos rojos, es decir, se impide la unién del virus a los glébulos en suspensidén vy
consecuentemente se observa la formacién de un botdn rojo caracteristico en el fondo del pocillo. Se
tomara como punto final de la actividad del suero, la maxima dilucion en la que el fendmeno de
hemoaglutinacion ha sido inhibido. La inversa de la dilucién de suero multiplicada por el factor 8 determina
las unidades inhibitorias de la hemoaglutinacion del suero analizado.

MATERIALES
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o Placa de 96 wells fondo en U limpias no estériles.

° Cubetas descartables o autoclavables, limpias, no estériles.
. Tips amarillos (hasta 200ul)
o Tips azules (hasta 1000 pl)
o Tubos plasticos de 1.8 ml tipo “eppendorf”
o Tubos cénicos de 15 ml
J Tubos conicos de 50 ml
o Pipeta pasteur plastica
o Descarte
o Bolsas de autoclave verdes
o Papel absorbente
o Guantes de latex descartables
. Agujas 25/8
o Jeringa de 5 ml
o Algodon y alcohol
EQUIPOS
o Micropipeta hasta 200ul (tolerancia maxima admitida: 5ul)
J Micropipeta hasta 40ul (tolerancia maxima admitida: 0.4ul)
o Micropipeta hasta 1000 pl (tolerancia maxima admitida: 10ul)
o Micropipeta multicanal 8-12 hasta 5-50ul. Sin restricciones respecto a la tolerancia.
o Microcentrifuga (hasta 14.000 rpm)
o Centrifuga refrigerada (hasta 5.000 rpm)
REACTIVOS
o Virus de Trabajo: Suspensidon de PI-3, ajustado a la concentracion de 8 UHA/25 ul 6 16 UHA/ 50 ul
° Diluyente: PBS 1X, pH: 7.2-7.4
o Solucién de Kaolin:

Kaolin 0,04g

PBS 1X 5ml
. Gldébulos rojos de cobayos (ver obtencién mas abajo)
o Anticoagulante: Alsever 1X
o Sueros control: positivo y negativo
o Sueros Estandar: positivo y negativo

Preparacién de controles: Los sueros controles corresponden a pooles de sueros de cobayos vacunados con
vacunas de concentracién de Ag conocida. Para confeccionar los pooles se seleccionan sueros con titulos
medios (320-640 UIHA) (control positivo) y o sueros de animales negativos (control negativo). Como
estandares se utilizar sueros de cobayos de titulo conocido, preferentemente altos (1260 UIHA) y sueros

negativos de cobayos no vacunados.
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TRATAMIENTO PREVIO DE LAS MUESTRAS

Inactivar los sueros durante 30 minutos a 562 C.

2. Colocar 50ul de suero en un tubo de 1.8 ml, agregar 50ul de la solucién de Kaolin, homogenizar por

vortex. Incubar durante 10 + 2 minutos a temperatura ambiente (24-272 C).

3. Centrifugar durante 15 = 2 minutos a 1500 rpm.

Tomar 50ul del sobrenadante y transferir a otro tubo con 75ul de PBS 1X y homogenizar con vortex (la
dilucion final del suero es de 1/2 * 2/5=1/5).
Agregar 10 ul de paquete de GR, incubar en agitacion suave a 372C durante 30 minutos, centrifugar

durante 15 + 2 minutos a 1500 rpm. Tomar muestra del sobrenadante para realizar el ensayo o

6. transferir el sobrenadante en caso de congelar a -202C hasta el momento de uso.

Los sueros controles y estandares positivos y negativos deben tratarse de igual manera que las muestras.

En el caso que los sueros no sean utilizados en ese momento, pueden almacenarse a -20° C y analizarse

dentro de la semana de tratados.

PREPARACION DE LA DILUCION DE GLOBULOS ROJOS

1.

Preparar, en esterilidad, una jeringa con 1 ml de anticoagulante Citrato (o Alsever 1X al medio del
volumen que se necesita de glébulos)

Tomar muestra de sangre de un cobayo por puncion cardiaca (4 ml + 1 ml anticoagulante = 5ml totales).
Una vez finalizada la extraccidn, sacar la aguja de la jeringa (descartar en descarte de material corto-
punzante). Este procedimiento se realiza para evitar la hemdlisis de los GR

Colocar la sangre en un tubo cénico de 15 ml, estéril. Centrifugar a 1500 + 200 rpm, a 4-82 C durante 5 +
1 min.

Eliminar la fase liquida utilizando una pipeta pasteur plastica o pipeta automatica/tip de 1000ul.

Lavado: re-suspender el paquete de globulos en PBS 1X y llevar a un volumen de aprox. 15 ml.
Centrifugar durante 10 minutos a 1800 * 200 rpm a 4-8° C. Realizar 2 lavados. Descartar el

sobrenadante.

IMPORTANTE: La suspensién de GR debe preparase fresca en el momento de realizacion del ensayo. En cada

lavado el sobrenadante debe mantenerse limpido, la presencia de un tinte rojizo es indicador de hemdlisis y

en ese caso los GR NO son aptos para su utilizacién en el ensayo.

Preparar la dilucién de trabajo de glébulos: Primero se realiza una dilucién % (1 ml de paquete de
gldbulos mas 3 ml de PBS 1X) y luego partiendo de esta dilucién se hace una dilucién 1/40 (1 ml de
la dil % mas 29 ml de PBS 1X). De este modo se obtiene la dilucion final de trabajo de 1/120 6 0.8%.

Una vez hecha la dilucién de GR se procede a titular y a ajustar el Virus PI-3 a la dilucién de trabajo

mediante la técnica de hemoaglutinacion.
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TITULACION Y AJUSTE DE LA DILUCION DE TRABAJO DEL VIRUS PI-3

o A W

Descongelar el virus en uso. Tomar una placa fondo en U, cargar 50ul de PBS 1X en 2 filas y cargar
otra fila para el control de GR.

Agregar 50ul del virus de trabajo.

Realizar diluciones al medio, transfiriendo 50ul desde los pocillos 1 hasta 12.

Agregar 50ul de la dilucién 1/120 glébulos rojos en todos los pocillos.

Incubar a temperatura ambiente (20-27 2C) durante 1 hora.

Una vez que se visualiza la formacién del botdn de glébulos en la hilera de control de GR, se puede
proceder a la lectura.

El virus debe tener un titulo de 16 UHA/50ul (8 UHA/25ul). Si el titulo obtenido es menor, dicha
suspension NO ES APTA PARA EL ENSAYO. Si el titulo viral es mayor, diluir con PBS 1X y volver a

titular.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO DE IHA

Colocar 25ul de PBS 1X en toda la placa excepto en fila G.
Agregar 25ul del suero tratado en los pocillos F, Gy H.

(Se pueden analizar 12 muestras por placa de la fila 1 a 12 con 7 diluciones por muestra, 6 se puede usar la

placa apaisada, en cuyo caso se analizan 8 muestras de A a H con 11 diluciones por muestra)

Realizar diluciones seriadas base 2, pasando 25ul, desde la fila F hasta la fila A, descartando los
ultimos 25ul.

Los sueros estandares se colocan en forma aleatoria entre las muestras. Los sueros controles
positivos y negativos se colocan al final de todos los sueros problemas ya tratados y del mismo
modo que estos. Se deja una columna libre para realizar el control de glébulos rojos y otra para
realizar nuevamente la titulacién de virus.

Agregar 25ul de virus en la dilucidn establecida de uso (8 UHA/25 ul) en todas las filas, excepto en H
que quedara como control de suero sin virus. Este ultimo control cumple la funcién de detectar la
presencia de actividad hemoaglutinante inespecifica en los sueros problema.

Incubar las placas con la mezcla suero-virus durante una hora a temperatura ambiente (24-272 C).
Agregar 50ul de la suspensidn de glébulos rojos (1/120) en todas las placas.

Incubar a temperatura ambiente hasta la formaciéon del botén de glébulos en la columna de control

de glébulos.

LECTURA

La lectura se realiza por visualizacién directa.
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ACEPTACION DEL ENSAYO (CONFORMIDAD)

Para que un ensayo se considere conforme se deben cumplir los siguientes requisitos:

o La suspensién de virus de trabajo debe dar un titulo de 16 UHA/50ul (8 UHA/25ul)
o El botén de GR en los pocillos control debe ser sélido
o Los sueros controles y estandares positivos deben dar el titulo esperado

(se admite una variacién de 1 dilucion).
o Los sueros controles y estandares negativos deben ser negativos.
Para determinar el titulo de una muestra, no debe observarse hemoaglutinacion en el pocillo

control de suero sin virus.

Se tomara como punto final de la actividad del suero (titulo de Ac IHA anti PI-3) a la inversa de la
maxima dilucién en la que el fendmeno de hemoaglutinacion ha sido inhibido. El resultado final se expresa
en Unidades Inhibidoras de la Hemoaglutinacion (UIHA). Este resultado se obtiene multiplicando la reciproca
de la dilucién de punto final de la actividad del suero por las unidades hemoaglutinantes del virus utilizado
(8 UHA). El resultado se expresara como el nimero de unidades inhibidoras de la hemoaglutinacion del
suero por unidad de volumen. Para discriminar resultados inespecificos, los sueros positivos verdaderos
producen un efecto de lagrima al observar la placa en forma vertical.

Los bovinos que presenten reacciones IHA de diluciones inferiores o iguales a 1/10 (40-80 UIHA) se
consideran no reactores o inespecificos. Valores superiores a 1/80 (640 UIHA o mas) representan respuesta
a la vacunacion o a la infeccién natural.

Los cobayos a utilizarse en la prueba deben verificarse como no reactores para Ac IHA contra PI-3
bovino. Los resultados del titulo de Ac IHA obtenidos a los 30 dias post vacunacidon deberdn expresarse
como el logy de las UIHA a los fines de evaluar la vacuna. Botones de GR que no presenten efecto lagrima al

observar la placa en forma vertical se consideran falsos positivos.

INFORME DE RESULTADOS DE CALIDAD INMUNOGENICA DE VACUNAS DE PI-3 PROBADAS EN COBAYOS Y
SUEROS EVALUADOS POR IHA

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

El ensayo serd conforme siempre que 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 establecer la potencia de la vacuna, se calcula el titulo de UIHA de cada uno de los 5 cobayos
vacunados (inversa de la dilucién de suero multiplicada por 8). Luego cada valor individual se transforma en
log en base 10. Las muestras negativas en la minima dilucién de suero ensayada (1/5) se expresan con un
titulo arbitrario de 1 para los calculos. La vacuna se considera APROBADA cuando el promedio es mayor o
igual a 1.50.
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Tabla 2. Titulo de Ac IHA anti PI-3

POCILLO Dq:tim? Titulo de la muestra Log10 del
C('):CI:_?: (UIHA/25 ul) titulo en

Dilucién*8 UIHA

H Negativo/10 Negativo/1
G 5 40 1.60
F 10 80 1.90
E 20 160 2.20
D 40 320 2.50
C 80 640 2.80
B 160 1280 3.10
A 320 2560 3.40

Controles:

Control positivo cobayo: Pool de sueros de 5 cobayos vacunados con dos dosis de vacuna conteniendo
10’ DICTso/ml de PI-3 en adyuvante oleoso (Vacuna de Referencia) con un titulo de Ac s de 2.80.
Control negativo cobayo: Pool de sueros normales de cobayo (sueros de cobayos pre-inmunizacion o

testigos no vacunados).
Estandar positivo: Suero de cobayo inmunizado, con titulo de Ac IHA conocido, preferentemente alto

3.10-3.40
Estandar negativo: Suero normal de cobayo.
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