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MEDICINA VETERINARIA

RESPUESTA INMUNE EN BOVINOS A PROTEINAS ESTRUCTURALES DEL VIRUS
DE LA RINOTRAQUEITIS INFECCIOSA BOVINA (RIB)

Esperanza Rueda de Clavijo; Olga C. Marifo*

RESUMEN

Se realizo el seguimiento de las poblaciones de leucocitos mononucleares circu-
lantes en bovinos, obtenidas mediante gradiente de densidad y se evalué su res-
puesta al estimulo ocasionado por la inoculacion de una vacuna a virus vivo modi-
ficado y de un antigeno de subunidades proteicas de membrana del virus de la RIB.
Los marcadores celulares seleccionados fueron los de inmunoglobulinas de super-
ficie (Igs) para linfocitos B, formacion de rosetas “E” para linfocitos T y la capacidad
fagocitica para monocitos. Tres grupos de bovinos denominados grupo 1, grupo 2
y control fueron sangrados durante 18 dias para el establecimiento de los niveles
celulares basicos. Posteriormente los animales del grupo 1 fueron vacunados via
intranasal con vacuna viva y los animales del grupo 2 con antigeno de subunidades
proteicas en adyuvante por via intramuscular. A continuacién se siguio la evaluacion
celular durante un mes, periodo al cabo del cual los animales fueron desafiados
via intranasal con virus vivo virulento y evaluados durante 20 dias, para un total
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Microbiéloga M.S. y Microbidloga M.S., Ph.D. Programa de Microbiologia. Laboratorio de Investigacio-
nes Médicas Veterinarias LIMV. ICA, A.A. 29743. Bogota, Colombia.
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de 67 muestreos. Se encontré que la vacunacion con el antigeno de subunidades
indujo elevacion en la concentracion linfoide Y y en la capacidad fagocitica, mayor
conversion serolégica y manifestaciones clinicas menos severas después de la
vacunacion y el desafio, asi como neutralizacion del virus a nivel local. Lo anterior,
unido a la eliminacion del riesgo de diseminacion e induccién de latencia viral
demostro la mejor calidad del estimulo, sobre la vacuna de virus vivo. Se considera
importante profundizar en el estudio de marcadores celulares mas especificos y el
seguimiento de las actividades citotoxica y blastogénica para la evaluacion integral
de la capacidad protectora de estos sistemas de vacunacion.

Palabras Claves Adicionales: Virus herpes bovino-1, antigeno, inmunidad celular.

ABSTRACT

Bovine Inmune Response to Structural proteins of Bovine Rhinotracheitis Virus

Cellular aspects of immune response to infectious bovine rhinotracheitis (IBR)
virus infection were evaluated through the quantitation of mononuclear cell popula-
tion from bovine peripheral blood, isolated by density gradient method. The cellular
differential markers used were, surface immunoglobulin (lgs) for B-lymphocytes,
the formation of “E” rosettes for T-lymphocytes and phagocytic activity for monocy-
tes. Eleven animals distributed in three groups named, control, group 1 and group
2, were monitored one day apart during 18 days, in order to stablish basic cellular
levels. Afterwards, groups 1 and 2 were vaccinated intranasally with viral purified
membrane antigen respectivelly, and the same parameters evaluated during a month;
subsequently, the groups were challenged with live virulent IBR virus and evaluated
for an extra 20 days period, up to a total of 67 samplings. Following vaccination and
challenge, group 2 showed high T-lymphocytes and phagocytic activity values, as
well as severe clinical signs suggesting that the purified antigen stimulus was better
than that produced with the live vaccine. Higher antibody titers and serological
conversion in animals from this group as well as reduced risk of virus disemination
and latency confirmed the former conclusion. Complementary, experiments for the
evaluation of the protective capacity of this vaccination approach are considered
of special importance.

Additional Index Words: Bovine herpes virus-1, antigen, cellular immune response.

El virus de la Rinotraquetitis Infecciosa Bovina
(RIB), o herpes bovino tipo-1, pertenece a la fami-
lia Herpesviridae (26) y como tal, induce una res-
puesta inmune compleja, ya que el desarrollo de
proteccion requiere niveles de anticuerpos locales
y circulantes (19, 21, 35) y células linfoides sen-
sibilizadas. Soélo su accion conjunta logra la des-
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truccion de la celula infectada y evita la caracte-
ristica infeccion latente (23, 27).

Los anticuerpos contra el virus de la RIB limi-
tan, in-vitro, la diseminacion viral por el meca-
nismo de “citotoxicidad dependiente de anticuer-
pos” (6, 11, 22). No obstante, los anticuerpos hu-
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morales parecen jugar un papel menor, ya que
los virus herpes pueden infectar a traves de puen-
tes intercelulares, evadiendo asi las defensas hu-
morales y haciendo que la respuesta inmune me-
diada por céelulas sea el frente de defensa en la
infeccion (7, 19).

Los linfocitos T efectores median, in-vitro, la
lista de ias celulas infectadas (9. 32) cuando se
suministran las senales celulares accesorias y las
interleukinas apropiadas (24, 30. 31). Sin embar-
go, en bovinos la variedad de mecanismaos citoto-
xicos efectores a la infeccion causada por herpes
solo se conoce parcialmente (6). considerandose
gue no es necesaria la restriccion genetica de la
respuesta citotoxica (22); que la citotoxicidad na-
tural corresponde a las celulas Null y PNA (+)
tipo linfacito T (17), y se propone la supresion de
la replicacion viral por blogueo mas que su des-
truccion (9 27, 33). Ademas. se considera como
indispensabie el apoyo de los sisiemas fagocitico
mononuciear y polimorfonuciear (10, 22. 30): los
mecanismos Inespecificos mediados por estas
ceéluias son altamente eficientes y las interleuki-
nas procaucidas (IL-1 e interferon B) aumentan la
citotoxicidaca de linfocitos T (2, 14). Sin embargo
se ha comprobado alta susceptibilicad de los ma-
crofagos a ia infeccion y replicacion viral (10, 11,
19). con dano en la actividad fagocitica y altera-
cion de los mecanismos de defensa pulmonar,
facilitando la infeccicn bacteriana secundaria (5.
7,

Aun cuando en bovinos no se conocen los
marcadores fenotipicos de todas las poblaciones
celulares involucradas en el estimulo antigenico,
el seguimiento de marcadores como: roseta “E”
(linfocitos T), inmunoglobulinas de superficie (lin-
focitos B) y capacidad fagocitica de monocitos,
como en la respuesta inmune (4, 5, 13), represen-
tan un intermedio entre ios procedimientos de in-
vestigacion sofisticados y los mas practicos para
analisis masivos que conservan alta especifici-
dad. Ademas, se busco conocer mejor el compor-
tamiento de estas células después de estimular
por vacunacion a un grupo de bovinos con virus
RIB modificado o con antigeno estructural de su-
bunidades proteicas de membrana. Simultanea-
mente, se evalud la proteccion a la infeccion indu-
cida por cada uno de estos antigenos, desafiando
con virus patogeno.

MATERIALES Y METODOS

Animales:

Se trabajo con once machos de dos a tres
anos de edad y de raza criolia, procedentes de
Gacheta (Cundinamarca), municipio localizado a
1800 m.s.n.m., los cuales fueron seleccionados
con base en la evaluacion de los resultados de
examenes clinicos y serologicos individuales para
asegurar reaccion negativa a RIB, parainfluenza
3, diarrea viral bovina, fiebre aftosa y leucemia
bovina.

Los animales fueron mantenidos en estabula-
cion en las instalaciones del Laboratorio de Inves-
tigaciones Medicas Veterinarias (LIMV) en Bogo-
ta. bajo condiciones de alimentacion y manejo
conocidas y homogeneas. Evaluaciones clinicas,
toma de temperatura y observacion de presencia
de secreciones fueron realizadas diariamente.
Los bovincs se distribuyeron por seleccion al azar
(34) en tres grupos experimentales, identificados
asi.

Grupo 1: Conformado por cuatro animales. Pos-
teriormente vacunado con virus vivo atenuado por
via intranasal (IN).

Grupo 2: Conformado por cuatro animales. Pos-
teriormente inoculado con antigeno de subunida-
des proteicas estructurales por via intramuscular
(IM).

Grupo 3: Control no inoculado, conformado por
tres animales.

Obtencion de las Poblaciones Leucocitarias
Mononucleares

Las celulas mononucleares se obtuvieron a
partir de 40 ml de sangre periférica anticoagulada
con EDTA al 10%, aplicando el método de gra-
dientes de densidad continua, preformados en
Percoll* al 6U% &1 selucion salina 0.15 M, some-
tidas a centrifugacion isopicnica (28). Las capas
correspondientes a las poblaciones mononuclea-
res (entrer = 1.062 y 1.064) se ajustaron a una
concentracion de 2-3 x 10° células/ml, con solu-
cion amortiguadora salina de fosfatos (SSA), 0.1
M, pH 7.2.

* Pharmacia Fine Chemicals — AB-S751 82. Uppsala,
Suecia.
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Caracterizacion de Poblaciones

Poblacién fagocitica mononuclear

Esta poblacion se determiné enfrentando 1.0
ml de la poblacion aislada del gradiente, en con-
centracion de 1 x 10° células/ml a 0.25 ml de rojo
neutro al 0.05% en tampon Tris HCL 0.004 M,
pH 7.2 y 0.85% de NaCl durante una nora a 37°C,
estableciendo posteriormente, mediante montaje
en fresco y microscopia de luz. el porcentaje de
células mononucleares fagociticas cuyo cito-
plasma presento colorante activamente integrado
(28).

Poblaciones linfoides Ty B

La caracterizacion de la poblacion linfoide T
se realizd mediante la técnica de formacion de
rosetas no inmunes “E", con giobulos rojos de
oveja (3, 4), con una concentracion celular prepu-
rificada de 2-3 x 10° células/ml. El porcentaje de
linfocitos B se establecié mediante el método de
fluorescencia directa para células portadoras de
inmunoglobulinas como marcadores de superficie
(3, 15).

Disefno Experimental

Para establecer los niveles basicos de las con-
centraciones linfoides T y B, y establecer la acti-
vidad fagocitica de los monocitos en individuos
no estimulados, los animales de los tres grupos
fueron sangrados mediante puncion yugular cada
tercerdia por un periodo de 17 dias, completando
nueve muestras para los grupos 1y 2, y 18 para
el grupo control3. Establecidas las concentracio-
nes celulares basicas, los animales fueron inocu-
lados con los antigenos respectivos y posterior-
mente, cada tercer dia, les fueron tomadas mues-
tras de sangre con el proposito de evdiuar los
parametros celulares, completando de esta ma-
nera 15 muestreos. Posteriormente los bovinos
se aislaron y desafiaron via intranasal (IN) con la
cepa virulenta RIB Colombia 5946-1973 (36) y
cada tercer dia, durante 20 dias, se les tomaron
muestras de sangre hasta completar en esta
etapa un total de 10 muestras por animal.
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Grupo 1. Cepa vacunal

Se empled la cepa vacunal viva atenuada Jen-
sen Salsbury” con titulo 10* (Dosis infectante cul-
tivo de tejido 50%) DICT 50/ dosis, via IN. Ademas
de las evaluaciones celulares, se controlo la reac-
tividad serologica a RIB mediante la prueba de
microseroneutralizacion en cultivo celular (Madin-
Darby Bovine Kidney) MDBK (35,36). La prueba
de desafio se efectud un mes postinmunizacion,
via IN con 10* DICT 50/dosis de la cepa virulenta.
Se tomaron muestras de secrecion nasal para
intentar el aislamiento de virus durante las etapas
postvacunal y postdesafio.

Grupo 2. Antigeno estructural

Los bovinos fueron inoculados por via intra-
muscular con antigeno estructural proteico purifi-
cado a partir de la cubierta viral (29) de la cepa
Jensen Salsbury, en una concentracion de 1 mg/
mi/animal y emulsionado con adyuvante completo
de Freund**. Los animales se infectarony evalua-
ron clinica y celularmente de igual forma que el
grupo 1. También se les tomaron muestras nasa-
les durante las dos etapas, con el fin de intentar
el aislamiento viral.

Grupo 3. Control

Durante la realizacion de los esquemas de
inmunizacion de los grupos 1 y 2, las poblaciones
celulares del grupo control fueron analizadas si-
multaneamente; tambien se realizaron analisis
clinicos y seroldgicos con igual periodicidad.

Analisis Estadistico

Los valores porcentuales de las concentracio-
nes celulares fueron promediadas y obtenidas las
desviaciones estandar. Para el analisis de va-
rianza (ANAVA), blogues al azar con arreglo fac-
torial y las pruebas de comparacion multiple de
Duncan entre grupos y entre etapas, se empled
la transformacion matematica ArcoSeno, donde
X1 = ArcoSenoN/4/100 .57.295, donde X = por-
centaje del parametro, con el fin de normalizar la
distribucion de los datos (34). Adicionalmente se
hizo el analisis de regresion lineal.

*

Proporcionada por el Dr. B.C. Easterday. Dept. Vet.
Wisconsin, Madison 53706. USA.

** Sigma Chemical Company. 14508, St. Louis. MO.
63178. USA.



Resumen de observaciones en |os animales del Grupo 1 (vacuna viva, IN) y Grupo 2 (vacuna subunidades, IM) en las etapas postvacunacion y desafio.

TABLA 1.

Post desafio

Post vacunacion

Aislamiento viral f

Animales con

Animales con signos
clinicos (No./total)

Aislamiento viral f

Animales con

Animales con signos

(No ./total)

seroconversion

(No /total)

seroconversion

clinicos (No./totai)

]
(No ./total)

[

]
(No /total)

o
Temperatura reaccion

[

*

o
Temperatura reaccidon

3/4

1/4

a/a

a/4

a/a

174

a/a

1/4

Grupo 1

Dias4 a7

Dia 20

Dia 30

Dia 2
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Tftulo 1:2

Severa**

Titulo 1:2

Moderada

1/4

4/a

1/4

1/4

o/4

2/4

0/4

0/4

Grupo 2

Diasd4a 7

Dia 6

Moderada

Dias 16 y 30

Titulo 1:2

Anticuerpos seroneutralizantes,

(E
f:

Rectal superior a 38.5 C.

Comprobacidn por inhibicién especifica de efecto citopético en cultivo celular MDOBK

Secrecién nasal, lagrimal, congestién.

Ademas, conjuntivitis, disnea, inapetencia,

I

RESULTADOS Y DISCUSION

Observaciones Clinicas

Durante la etapa de evaluacion basica los ani-
males mantuvieron condiciones clinicas homogé-
neas sin indicativos de estados infecciosos y se-
rologia negativa para RIB. En la Tabla 1 se resu-
men las observaciones de la etapa postvacunal
las cuales concuerdan con las descritas en la
literatura en cuanto alos resultados de los diferen-
tes sistemas de inmunizacion contra RIB. Segun
estos, la aplicacion via IN, de vacunas vivas mo-
dificadas como la empleada en los bovinos del
grupo 1, si bien inducen algunos signos clinicos
laterales, parece tener mejores efectos en la in-
duccion de inmunidad tanto celular como local y
sobre la produccion de interferdon, ademas de con-
ferir titulos de anticuerpos neutralizantes despues
de una reestimulacion (8, 12, 21). Sin embargo.
los animales asi inmunizados son una fuente de
excrecion y difusion viral y existen evidencias que
demuestran un mayor riesgo de latencia viral en
el tejido nervioso, después de la vacunacion (18,
26). En contraste, la ausencia de signos clinicos
en el grupo 2 confirma que las vacunas inactiva-
das son seguras e inofensivas, con la ventaja
particular de garantizar la no diseminacion del
virus al campo (8, 12, 19).

Como se deduce dela Tabla 1, en el periodo
postdesafio se confirma la deficiente estimulacion
antigenica en el grupo 1 sugiriendo que, a pesar
de esperarse una respuesta local con capacidad
inhibidora de replicacion viral en el desafio por
parte de los animales vacunados via IN, ésta no
fue tan eficaz como la lograda cuando se vacund
via IM con antigeno de subunidades proteicas
(20, 35).

Estas observaciones tambien sugieren el es-
tablecimiento de una inmunidad general de ma-
xima calidad en los animales del grupo 2 con
produccion de inmunidad local, la cual se creia
que solo era producida por estimulos locales (8,
20, 33).

Etapa de Evaluacion Basica

Este periodo de medicion permitic obtener un
conocimiento de valores porcentuales normales
y un acercamiento a los valores promedios para
las condiciones experimentales particulares (Ta-
bla 2).
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TABLA 2,

Parémetros celulares obtenidos durante |la etapa de evaluacién bdsica en los grupos experimentales,

Parametros (%)

Identificacibn Fagocitosis Linfocitos T Linfocitos B
(X £ D.E) (X + DE) (X + DE)
GRUPO 1 19.07 £0.93 19,04 £0.38 12.78 T0.88
Transformacién® n** — 9 (25.89) (25.86) (20.94)
GRUPO 2 20.96 £0.74 19,25 045 1154 £0.57
Transformacién n = 9 (27.24) (26.01) (19.85)
GRUPO CONTROL 19,71 £0.33 18.54£0.76 1334%065
Transformacién n = 18 (26,35) (25.50) {21.41)
Total X 19,91 £0.96 18.00 £0.36 1255 X092
Transformacibn n — 36 (26.49) (25.79) (20.74)

*  Transformacién empleada para analisis estad[sticos: ArSen \/”o /100 ,(57.295).

** Ndmero de muestreas por grupo.

Existe un amplio rango de valores consigna-
dos en la literatura (4, 13, 22) para poblaciones
mononucleares en bovinos, y es aun variado y
dificil el empleo de marcadores para ellas; actual-
mente se estan identificando por medio de anti-
cuerpos monoclonales (9). Se considera que los
valores obtenidos con las técnicas elegidas en el
presente trabajo pueden, a pesar de su simplici-
dad, orientar sobre las variaciones de estos valo-
res, producidas por estimulos antigénicos diver-
sos, o debidas a diferentes formas de presenta-
cion de un mismo antigeno al sistema inmune.

El estudio estadistico de ANAVA, asi como
las pruebas de Duncan para el grupo control a
través de todo el experimento, se registran en la
Tabla 3. Las diferencias estadisticamente signifi-
cativas encontradas (Tablas 3 y 4) demostraron
que existen factores externos (manejo, nutricion,
variacion individual) que influyen en la determina-
cion de valores normales y, por lo tanto, ios resul-
tados deben evaluarse sin desconocer su partici-
pacion. Por estarazén, las diferencias se tomaron
como variacion de fondo preestimulacion, dentro
de un rango biolégicamente aceptable. La depu-
racion futura de las metodologias, tales como se-
leccién exclusiva de cada poblacion obviara en
parte esta dificultad, pero ello posiblemente limi-
tara la funcionalidad experimental, ya que aumen-
taran tanto el tiempo de realizacion como el costo
de las pruebas.

Las concentraciones celulares de los anima-
les del grupo control obtenidas en esta etapa se
compararon estadisticamente con las correspon-
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dientes a los animales de los grupos 1y 2 durante
la vacunacion y el desafio, incluyéndose la rela-
cién entre variaciones debidas a las vacunaciones
o al desafio, o producidas por causas ajenas a
estos tratamientos (Tabla 5).

Etapa de Vacunacion

Teniendo como base los valores normales es-
tablecidos en la etapa preestimulacion, se obser-
varon diferencias en el comportamiento de las
células evaluadas, las cuales respondieron en la
medida en que fueron afectadas por |la caracteris-
tica antigénica del estimulo y la via de inocula-
cion.

Los ANAVA realizados entre los grupos de
bovinos y entre las etapas experimentales, com-
prueban que se presentaron diferencias alta-
mente significativas en relacion con la estimula-
cion producida por cada una de las dos vacunas
empleadas (Tablas 3y 4), a nivel de concentracio-
nes linfoides T y B, confirmado por el andlisis de
interaccion “tratamiento por lectura” (Tablas 5, 6
y 7). La actividad fagocitica continué mostrando
variaciones significativas, las cuales se habian
establecido desde |a etapa basica, pero el analisis
de la interaccion fue negativo para este parame-
tro. El hecho de no encontrar afectada negativa-
mente la actividad fagocitica en ninguno de los
dos grupos (Figura 1) durante la etapa de vacuna-

cién y establecerse estimulacion de la poblacion

linfoide T de los animales del grupo 2 (Figura 1)
en la misma etapa, se interpreté como la eviden-
cia de presentacion antigénica ventajosa o de me-
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TABLA 3. Grupo control. Analisis de varianza (ANAVA) y prueba de Duncan de los valores promedios obtenidos para los para-
metros en estudio.

Parametros (% )

Prueba Fagocitosis Linfocitos T Linfocitos B
(X) (X) (X)

ANAVA

Significancia *x - e

(o) {0.0006) (0.0019) (0.0140)

DUNCAN

A. Etapabdsica n = 27 26.340 25474 21.364

B. Etapavacunacion n = 45 26.528 26.203 22.381

C. Etapadesafio n = 30 25,667 25.601 21.541

Comparacién entre: Etapas © (O{=0,05) BA, C B, CA B,CA

Transformacion empleada: ArSen V' %/ 100 . (57.295): = Nuamero de lecturas por etapa;

n
? = Promedios asociados por barras no son estadisticamente
diferentes ,

**  Altamente significativo,

TABLA 4. Analisis de varianza (Anava) y pruebas de Duncan de los valores promed ios obtenidos en |0s Grupos 1 v 2.

Parametros (%) [ |

Prueba Grupo Fagocitosis Linfocitosis T Linfocitos B
(x) (X)
ANAVA
Significancia (0¢) 1 ** (0.001) ** (0.0009) ** (0.0001)
2 ** (0.0001) ** (0.0001) * (0.0001)
DUNCAN
A, Etapabésica (n = 36) 1 26.862 25.864 20.899
2 27.226 27.746 29,994
B. Etapavacunacién (n = 60) 1 26.823 26.536 23,715
2 31.221 31.279 21.011
C, Etapadesaffo (n = 40) 1 24,682 25,5652 28.921
2 28.479 31.670 23.784
¢ Comparacibn antre etapas 1 BA, C B, AC C,B, A
2 B,C, A C.,B, A A,B,C
[ ] = Transformacién empleada: ArSen /% /100. (57.295); n = Namero de lecturas por etapa; * Significativa; ** Al-

tamente significativo; ¢ = Promedios asoclados con barras no son estad (sticamente diferentes.
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TABLA 5. Etapa de evaluacibn bésica, Anélisis de varianza (Anava) y prueba de Duncan de los valores promedios para cada paré-
metro en |os tres gruposde experimentacidn,

Pardmetros (%)

Prueba Fagocitosis Linfocitos T Linfocitos B

- — —

(X) (X) (X)
ANAVA
Tratamiento ** (X = 0.04) NS (X = 0.621) * (X = 0.025)
Lectura NS (X = 0.791) NS (X = 0,809) NS (X = 0.994)
Trat. x Lec. NS (X = 0.742) NS (X = 0.877) NS (X = 0.949)
DUNCAN
A, Grupo 1 n = 36 25,862 25.864 20.899
B, Grupo2 n = 36 25,226 25.746 19.994
C. Grupo control n = 27 26.340 25,474 21.264
Comparacidn entre:
Grupos ° (@ = 0.05) 8, CA A.B,C cA AB

P o_
Transformacién empleada: ArSen % /100, (57.295); — Promedios asociados por barras

* Significativo; ** Altamente significativo,

son estad fsticamente diferentes.

TABLA 6. Etapade vacunacién, Analisis de varianza (Anava) y prueba de Duncan de |os valores promedios para cada pardmetro
en |os tres grupos de experimentacion,

Prueba

Parametros (%)

Fagocitos
(X)

Linfocitos T
(X)

Linfocitos B
(x)

ANAVA
Tratamiento
Lectura
Trat, x Lec.

** (O = 0,0001)
NS (X = 0.6364)
NS (X = 0.9409)

**+ (&= 0.0001)
** (= 0.0001)
** (= 0.0001)

** (X = 0.0001)
** (XX = 0.0001)
** (X = 0.0020)

DUNCAN

A, Grupo1 n =36 26.823 26.536 23.715
B. Grupo2 n = 36 31.221 31.270 21,011
C. Grupo control n — 27 26.528 26.203 22,381
Comparacibn entre:

Grupo ° (@@ = 0.05) B, A, C B,C, A A,C,B

— o_
Transformacibn empleada: ArSen AV % /100, (57,295); n = Numero de lecturas por grupo; — Promedios asociados por ba-
rras no son estadfsticamente diferentes; ** Altamente significativo,
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TABLA 7. Etapadedesaffo, Andlisis de varianza (Anava) v prueba de Duncan da |os valores promedios para cada pardmetro en
los tres grupos de experimentacién.
Parametros (70)
Prueba Fagocitosis Linfocitos T Linfocitos B
(X) (X) (x)
ANAV A
Tratamiento ** (XX = 0.0001) ** (X = 0.0001) ** (& = 0.001)
Lectura * (= 0.0125) ** (X = 0.0001) 2 (XX = 0.,0016)

Trat, x Lec, NA (X = 0.8935)

** (@ = 0.001) ** (& = 0.0009)

DUNCAN

A, Grupo1 n — 36 24,682 25,662 28,921
B. Grupo 2 n = 36 28.479 31.750 23,789
C. Grupo control n = 27 25.667 25.601 25.541
Comparacibn entre:

Grupos (o = 0.05) B, CA B, CA A,B,C

Transformacién empleada: ArSen \/% /100, (67,295); n = NOmero de le¢turas por grupo;

o_
— Promedlos asoclados por ba-

rras no son estadfsticamente diferentes; ** Altamente significativo,

jor calidad por parte del macrofago (1, 10, 24),
que la recibida por la misma poblacion T en los
animales del grupo 1. La presencia del adyuvante
amplifico y mejoro la activacion linfoide (8, 25,
33). influenciada por la via de inoculacion emplea-
da, lo cual confirma la buena distribucion de res-
puesta inmune (memoria) a nivel generalizado y
local.

La poblacion portadora de inmunoglobulinas
de superficie presentd un comportamiento dife-
rente durante esta etapa en los dos grupos expe-
rimentales (Figura 1). Los grados de estimulacion
parecen responder a las caracteristicas antigéni-
«cas de cada in6culo en particular. La elevacion de
los linfocitos B en los animales del grupo 1. sin
embargo, no coincide con la aparicion de anticuer-
pos, posiblemente debido a que la determinacion
coincidio con una etapa intermedia del ciclo de
maduracion celular, en la cual la funcionalidad de
las inmunoglebulinas aun no puede establecerse,
no obstante ser estas céelulas susceptibles a la
induccion de blastogénesis en respuesta al anti-
geno especifico (16, 33).

Etapa de Desafio Viral

El papel gue las poblaciones linfoides estimu-
ladas desempenaron en la proteccion de los bo-
vinos frente a desafio viral patégeno, evidenciado
indirectamente por las técnicas elegidas, confirmé
la baja estimulacion de base que la vacunacion
con virus vivo atenuado ejercio sobre la poblacién
linfoide T (Tablas 4 y 7). Si bien, como se discutio

previamente, los animales del grupo 1 no presen-
taron respuesta local con capacidad inhibidora,
no obstante la replicacion del virus vacunal y las
manifestaciones clinicas, se considero a partir de
los resultados obtenidos que el macréfago debio
interferir de alguna manera con la multiplicacion
viral, aun cuando fue afectado en su capacidad
fagocitica (Figura 2), disminuyendo su accion de
celula “presentadora” de antigeno al linfocito T,
lo cual pudo contribuir a una menor capacidad
para responder ante el enfrentamiento virulento
(31).

En los dos grupos el comportamiento de los
linfocitos T y B se modificé sensiblemente en esta
etapa, como se comprueba en el analisis estadis-
ticoy enlaregresion lineal (Figura 2). El descenso
en la concentracion de la poblacién T circulante
puede ser el reflejo de su utilizacién en el proceso
activo de defensa en el area de impacto antigéni-
co, o bien puede ser manifestacion directa de la
deficiencia de la capacidad presentadora de los
macrofagos (11, 23, 31).

La actividad citotoxica de los linfocitos T en
la proteccion frente al virus de la RIB es recono-
cida ampliamente (22); sin embargo, se ha obser-
vado que virus inactivados fallan en estimular la
citotoxicidad y pueden no sensibilizar el animal
para una adecuada respuesta secundaria (6, 23).

Esta situacion se modificalcuandolas vacunas
de subunidades proteicas son incorporadas en
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adyuvante completo, ya que su accion se funda-
menta en la estimualcion directa de linfocitos T
citotoxicos. Dado que la actividad citotoxica de
los linfocitos no se evalud en este experimento,
solo se puede asumir que su participacion debid
ser efectiva dado que la poblacion aumentd en
respuesta al desafio, para descender posterior-
mente, coincidiendo con la proteccion clinica, a
diferencia de lo observado en los animales del
grupo 1 vacunado con virus vivo atenuado.

El aumento obtenido en la concentracion de
la poblacion linfoide B concuerda con los esque-
mas esperados para la respuesta primaria y
anamnesica, en relacion con el estimulo antigé-
nico para los animales del grupo 1, a pesar de
no detectarse niveles de anticuerpos, mientrag
que en el grupo 2 en el cual sélo se registré un leve
aumento en esta poblacion, los cuatro animales
hicieron seroconversién hacia la mitad. del pe-
riodo de desafio. Todo esto hace pensar que la
presentacion y via de aplicacion del estimulo an-
tigénico de subunidades proteicas facilitaron las
interacciones celulares necesarias de toma, pro-
cesamiento y presentacion por parte de los mo-
nocitos hacia la poblacion T adecuada, y tue co-
responsable de la induccion de la proteccion ce-
lular especifica. '

CONCLUSIONES

Se demostrd, mediante el seguimiento de las
respuestas clinica, humoral y celular después del
‘desafio viral, que el antigeno de subunidades pro-
teicas, extraido de la membrana del virus de la
RIB, posee una mayor efectividad inmunizante.

La vacunacién con virus vivo atenuado, no
obstante inducir proteccion contra la enfermedad,
produjo mayores complicaciones clinicas y res-
puesta de anticuerpos circulantes de bajo titulo.
Las manifestaciones clinicas menos severas, en-
contradas en el grupo de animales vacunados
con el antigeno estructural, sugieren la utilizacién
de este en los programas de prevencion y control
de la enfermedad, maxime si se considera la ga-
rantia de no diseminacion viral al campo.

Con base en lo anterior, se dedujo que la
forma y via de presentacion del estimulo, frente
a los componentes humorales y celulares del sis-
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tema inmune, influyeron en la calidad de la res-
puesta y en el establecimiento y distribucion de
la memoria para la proteccion de los huéspedes
estimulados.

Los valores obtenidos para las mediciones de
capacidad fagocitica y marcadores de membrana
durante el periodo basico (prevacunacion), se to-
maron como normales dentro de rangos de varia-
cion estadistica y biologicamente aceptables.

Los ANAVA realizados después de la vacuna-
cién confirman la hipotesis previa, segun la cual,
la via de inoculacion o presentacion del antigeno
influye en la aceptacion y procesamiento del
mismo por parte del macrofago.

Se observo una mayor actividad fagocitica y
elevacion en la poblacion linfoide T en los bovinos
del grupo 2, vacunados por via IM con antigeno
estructural proteico, emulsionado en adyuvante
completo de Freund.

La inclusion del antigeno purificado en adyu-
vante completo de Freund demostro su capacidad
amplificadora de respuesta celular T, al estimular
adecuadamente a las poblaciones celulares tanto
a nivel local como sistématico, no obstante su
aplicacion via IM. Segun lo anterior, deben estu-
diarse esguemas de vacunacion que empleen an-
tigenos inactivados, incluidos en sistemas adyu-
vantes, con el propésito de producir respuesta
protectora, inducir adecuada memoria inmune y
reducir la carga viral en el campo.

El futuro seguimiento de la respuesta local-de
anticuerpos tipo IgA, la evaluacién de la actividad
y funcién del interferén y el estudio de la capaci-
dad citotoxica y blastogénica de las poblaciones
mononucleares linfoides, frente a la infeccion por
el virus de la RIB, contribuiran a un mejor conoei-
miento de la respuesta celular y de la accién pro-
tectora despues de la vacunacion con antigenos
inactivados.
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ZOOTECNIA

ALIMENTACION DE CERDOS CON SUERO DE QUESO FRESCO EN COMBINACION
CON SUBPRODUCTOS DE MOLINERIA O GRANO DE MAIZ

Daniel Saenz P.; Héctor Obando C.; Arthur A. Owen B.”

RESUMEN

En el primer ensayo se midieron los rendimientos zootecnicos de cerdos durante
los periodos de crecimiento y acabado (17 a 90 kg) alimentados con siete raciones:
dos sin suero de queso fresco (SQF) basadas en maiz + torta de soya (M - TS)y
maiz + torta de algodon (M + TA) o dietas controles, y las otras cinco con (SQF)
en combinacion con maiz-grano molido (MGM), o uno de los cuatro subproductos
de molineria siguientes: harina de arroz (HA), mogolla de trigo (MT), salvado de
trigo (ST) y salvado de maiz (SM). En el segundo ensayo se midié el efecto de la
alimentaciéon con SQF, unicamente durante el periodo de acabado (43 a 92 kg) en
combinacion con los mismos subproductos de molineria del primer ensayo. Para
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