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Inicio de imunidade comparativo de vacinas
orais e intranasais contra a provocacio com
Bordetella bronchiseptica

Maya M Scott-Garrard, Yu-Wei Chiang, Frederic David

RESUMO

Trés grupos de Beagles de aproximadamente oito
semanas de idade foram vacinados uma vez com 1 ml
de vacina de placebo (oral, n=9), 1 ml de
Recombitek® Oral Bordetella (oral, n=10) ou 1 ml
Nobivac® Intra-Trac; (intranasal, 0,5 ml/narina,
n=10). Sete dias depois da vacinacdo, os trés grupos
foram submetidos a provocacdo com Bordetella
bronchiseptica virulenta através de aerossolizagdo.
Oito de nove cdes do grupo tratado com placebo e
nenhum cdo nos grupos tratados com as vacinas
Recombitek® Oral Bordetella ou Nobivac® Intra-
Trac; desenvolveram tosse espontanea de dois ou mais
dias consecutivos (defini¢do de caso de doenga). Os
cdes dos grupos tratados com Recombitek® Oral
Bordetella e Nobivac® Intra-Trac; apresentaram uma
incidéncia significativamente menor de doencga
(P<0,0001) com uma fragdo prevenivel 100 por cento.
O estudo demonstrou que a vacinagdo com
Recombitek® Oral Bordetella ou Nobivac® Intra-
Trac; ¢ eficaz na prevengao da doenga sete dias apés a
vacinagdo em comparagdo com cdes vacinados com
placebo.

INTRODUCAO

Bordetella  bronchiseptica € um componente
bacteriano importante no complexo de doenca
respiratoria canina.' > Até o momento, existem vacinas
injetaveis, orais e intranasais monovalentes e
combinadas disponiveis para a vacinagdo de cdes a
fim de reduzir ou evitar os sinais clinicos de infec¢do
por B bronchiseptica. Diversos estudos, alguns
comparativos, avaliaram a eficdcia dessas vacinas
contra a provocagdo com B bronchiseptica com
resultados variaveis."”

A maioria dos estudos utilizou um sistema de
pontuacdo para avaliar os sinais clinicos depois da
provocagdo, € as vacinas intranasais tenderam a ter
melhor eficacia do que as vacinas administradas por
outras vias. As vacinas intranasais foram observadas
como sendo dificeis de administrar, ¢ as vacinas
injetaveis tém potencial para causar reagdes no local
da injegdo.” As vacinas injetaveis contra Bordetella
também tém um inicio de protecdo mais prolongado
uma vez que requerem duas doses separadas por
poucas semanas para iniciar a imunidade. Uma
vantagem particular das vacinas orais ¢ a facilidade de
administragdo enquanto mantém a imunidade mucosa
local de uma administra¢do intranasal.’

Como as vacinas intranasais foram mais
frequentemente observadas por terem melhor eficacia,
este estudo foi desenhado para comparar a eficacia de
uma vacina oral desenvolvida recentemente com uma
vacina intranasal estabelecida contra uma provocagio
com B bronchiseptica sete dias depois da vacinag@o.
Ao invés de utilizar um sistema de pontuacdo, os
sinais clinicos neste estudo foram avaliados como
presentes ou ausentes para proporcionar uma
comparagdo mais estrita das vacinas.

MATERIAIS E METODOS

Todos os animais foram tratados em conformidade
com as diretrizes do Comité Institucional de Cuidado
e Uso Animal e foi obtida aprovagdo antes do inicio
do estudo. O estudo foi conduzido de acordo com as
diretrizes da Boa Pratica Clinica. Trés grupos de
Beagles de aproximadamente oito semanas de idade
foram vacinados uma vez com 1 ml de vacina de
placebo (oral, n=9), 1 ml de Recombitek® Oral
Bordetella (oral, n=10) (Merial) ou 1 ml Nobivac®
Intra-Tracs (intranasal, 0,5 ml/narina, n=10). (Merck
Animal Health). Trinta e um dias antes da vacinagao,
todos os cdes foram triados e determinados como
sendo sorologicamente negativos para anticorpos anti-
B bronchiseptica e negativos para a presenga de B
bronchiseptica por cultura traqueal. Os cdes foram
testados novamente no dia 0 e quaisquer caes
positivos sorologicamente ou para cultura foram
excluidos. Todos os cées foram alojados em um prédio
de isolamento e foram randomizados para o grupo por
ninhada e sexo. Os cdes foram separados por grupo
(um canil por grupo) na época da vacinacdo e foram
alojados separadamente por grupo até o dia da
provocagdo para prevenir que a contaminagao cruzada
se disseminasse. Aproximadamente 30 minutos antes
de serem submetidos a provocacdo, os caes de todos
os trés grupos foram misturados na sala da provocagdo
para manter o cegamento do pessoal responsavel por
realizar as observagdes clinicas e coletar as amostras.
O pessoal envolvido na analise das amostras também
ndo tinha ciéncia das designacdes por grupo de
tratamento. O pessoal envolvido na vacinagdo ndo
estava envolvido com as observagdes clinicas, coleta
de amostras ou andlise das amostras. O estatistico
acessou os dados depois que a base de dados foi
travada pela geréncia de dados e, entdo, unificou a
randomizacdo (designagdes dos grupos) com os dados
e executou a analise estatistica de acordo com o plano
de analise de dados.
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O grupo tratado com Recombitek® Oral Bordetella recebeu
uma vacina em série, pré-licenga, monovalente, avirulenta,
modificada, viva, em escala industrial na dose comercial desejada.
O grupo tratado com Nobivac® Intra-Trac; recebeu uma vacina de
virus vivo modificado de adenovirus canino tipo 2, B
bronchiseptica, comercial e uma vacina de cultura viva avirulenta.
Os cées do grupo tratado com placebo receberam agua estéril.

Sete dias depois da vacinagdo, todos os cdes foram
submetidos a provocagdo com uma mistura de duas cepas de B
bronchiseptica virulenta através de aerossoliza¢do. Os isolados
utilizados na provocacdo foram cultivados em placas de agar
sangue Bordet-Gengou e incubados a 37 °C por 24 horas. O
crescimento bacteriano nas placas para cada isolado foi colhido e
agrupado em PBS. O processo da provocagdo foi semelhante
aquele descrito por Hess et al e Larson et al.Os cdes foram
randomizados para a cdmara de provocacdo com cdes de cada
grupo representados em cada cdmara. Caes de diferentes grupos
foram misturados depois da provocagdo e foram randomizados
para dois canis de forma que cada grupo de vacinagdo foi
representado em cada canil.

Durante a fase pos-provocagdo de 14 dias, os cdes foram
observados quanto a tosse espontinea, mal-estar, secre¢do nasal,
secre¢do ocular e outros sinais de infecgdo respiratoria. Mal-estar
foi definido como um cdo com aparéncia de doenga generalizada,
fraqueza ou fadiga. Dias consecutivos de sinais clinicos
respiratorios foram considerados clinicamente relevantes e
descritos. As temperaturas retais foram registradas diariamente.
Febre foi definida como uma temperatura retal de pelo menos 39,7
°C e 0,5 °C acima da temperatura retal do dia 0. Swabs traqueais
foram coletados sob sedac¢do leve com propofol antes da vacinagao
e no dia final do estudo e foram avaliados quanto a presenca de B
bronchipseptica  utilizando um  procedimento  descrito
anteriormente.” Swabs traqueais foram coletados de maneira a
evitar contaminacdo da cavidade oral. Amostras de soro foram
coletadas nos dias 0, 7 (antes da provocacao), 14 e 21 e analisadas
quanto a presenca de anticorpos anti-B bronchiseptica por ensaio
de microaglutinagio.’

Para este estudo, um cdo era classificado com apresentando
doenca devido a B bronchiseptica se desenvolvesse tosse
espontanea por dois ou mais dias consecutivos. Esta definicdo de
caso foi selecionada para proporcionar uma comparagdo robusta
das vacinas evitando super-representar circunstincias isoladas de
tosse. A incidéncia de doenga foi comparada entre cada grupo de
vacina em teste e o grupo tratado com vacina de placebo utilizando
o teste exato de Fisher. A fracdo prevenivel em cada vacina em
teste e seu IC de 95% também foram calculados. Todas as analises

estatisticas foram realizadas utilizando o pacote SAS V.94
Enterprise Guide (SAS Institute) ¢ PF em R V.3.1.1. Todos os
testes foram bilaterais e a significancia estatistica foi declarada
com um valor de P de 0,05 ou menos. Analises estatisticas nao
foram realizadas para outros sinais clinicos de infecgdo, titulos
sorologicos ou isolamento em swab traqueal.

RESULTADOS

Seguranca da vacina

Nenhum animal experimentou quaisquer rea¢des adversas durante
o estudo.

Tosse espontinea e incidéncia de doenca

Antes de serem submetidos a provocagao, nenhum cao de qualquer
grupo apresentou sinais clinicos de doenga. Oito de 10 cdes do
grupo tratado com placebo e nenhum cdo nos grupos tratados com
as vacinas Recombitek® Oral Bordetella ou Nobivac® Intra-Tracs
desenvolveram tosse espontanea de dois ou mais dias consecutivos
(Tabela 1). A fragdo prevenivel foi de 1,00 e o IC de 95% foi (0,67
a 1,00) para ambos os grupos tratados com vacina.

Outros sinais de infec¢io

Dois cées do grupo tratado com placebo foram observados com um
dia de mal-estar cada. Nenhum mal-estar foi observado no grupo
tratado com vacina Recombitek® Oral Bordetella ou Nobivac®
Intra-Trac;. Os grupos trados com as vacinas Recombitek® Oral
Bordetella ¢ Nobivac® Intra-Tracs apresentaram, cada um, um cao
com um dia de febre enquanto houve cinco cdes do grupo tratado
com placebo com um dia de febre. Um cdo do grupo tratado com
placebo apresentou febre em dois dias consecutivos (Tabela 2).

Nenhum c@o do grupo tratado com a vacina Recombitek®
Oral Bordetella ou Nobivac® Intra-Trac; apresentou dias
consecutivos de secregdo ocular mucopurulenta enquanto esse sinal
foi observado em quatro cdes do grupo tratado com placebo.
Secregdo ocular serosa foi observada em dias consecutivos em seis
cdes do grupo tratado com Recombitek® Oral Bordetella, quatro
cdes do grupo tratado com Nobivac® Intra-Trac; e seis cdes do
grupo tratado com placebo.

Nenhum cdo do grupo tratado com Recombitek® Oral
Bordetella foi observado com dias consecutivos de secrecdo nasal
serosa ou mucopurulenta. Quatro cdes do grupo tratado com
Nobivac® Intra-Tracs e dois cdes do grupo tratado com placebo
foram observados com dias consecutivos de secre¢do nasal serosa.
Trés cdes do grupo tratado com placebo e um cdo do grupo tratado
com Nobivac® Intra-Trac; foram observados com secre¢do nasal
mucopurulenta em dias consecutivos.

TABELA 1: A incidéncia de doenga positiva devido a infec¢do por Bordetella bronchiseptica por grupo com valores de P do teste exato

de Fisher, frag@o prevenivel e IC de 95%

Numero de cies com

Caes com dois ou mais

doenca (dias

Percentual de cdes  Fracao prevenivel (IC

Grupo dias consecutivos de tosse consecutivos de tosse)* com doenca de 95%)
Recombitek® Oral Bordetella

(n=10) 2 0 0,00 1,00 (0,67 a 1,00)
Vacina de placebo (n=9) 8 8 88,9

Nobivac® Intra-Tracs (n=10) 1 0 0,00 1,00 (0,67 a 1,00)

*Diferenca significativa entre os grupos (Teste exato de Fisher P<0,0001).
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TABELA 2: Numero de cées expressando sinais clinicos por dois ou mais dias depois da provocagao

Ciaes com dois ou mais dias consecutivos de sinal

clinico Caes com dias consecutivos de sinal clinico
Secreciio Nasal Secrecio ocular Secrecio Nasal Secrecio ocular

Vacina Febre S MP S MP Febre S MP S MP
Recombitek® Oral 0 2 0 10 2 0 0 0 6 0
Bordetella (n=10)
Nobivac® Intra-Tracs 0 6 1 6 0 0 4 1 4 0
(n=10)
Vacina de placebo (n=9) 1 3 3 9 6 1 2 3 6 4
MP, mucopurulenta; S, serosa.
Titulos de aglutinacio sérica DISCUSSAO

Todos os cdes dos grupos tratados com vacina Recombitek® Oral
Bordetella e Nobivac® Intra-Trac; eram soronegativos antes da
vacinacao (Tabela 3). No dia 7, dois caes do grupo tratado com a
vacina Recombitek® Oral Bordetella testaram soropositivo para
anticorpos anti-Bordetella com um maximo de cinco cdes no dia
21. Nenhum dos animais do grupo tratado com Nobivac® Intra-
Trac; testou positivo para anticorpos anti-Bordetella durante o
estudo. Dois cdes do grupo tratado com placebo testaram
soropositivo no dia 21 (14 dias depois da provocagdo). Os cdes do
grupo tratado com a vacina Recombitek® Oral Bordetella
apresentaram titulos médios geométricos consistentemente maiores
do que os cades dos grupos tratados com Nobivac® Intra-Trac; ou
placebo (Tabela 4).

Isolamento de B bronchiseptica dos swabs traqueais

Os swabs traqueais de todos os cdes foram negativos para B
bronchiseptica antes da vacinagdo (Tabela 5). Todos os caes (100
por cento) dos grupos tratados com as vacinas Recombitek® Oral
Bordetella e Nobivac® Intra-Trac; e oito cdes (88,9 por cento) do
grupo tratado com placebo apresentaram isolamento traqueal
positivo no dia 21 (14 dias depois da provocagdo). O cdo do grupo
tratado com placebo com o swab traqueal negativo no dia 21 foi
observado com secre¢do ocular serosa e secrecdo ocular
mucopurulenta em dias ndo consecutivos, com dias consecutivos
de secrecdo nasal serosa, secrecdo nasal mucopurulenta e tosse, €
testou soropositivo no dia 21.

TABELA 3: Caes soropositivos para anticorpos anti-Bordetella
bronchiseptica (titulo >8) por ensaio de microaglutina¢ao

A vacinagdo com Recombitek® Oral Bordetella e Nobivac® Intra-
Trac; proporcionou protecdo contra uma provocagdo com duas
cepas virulentas de B bronchiseptica sete dias depois da vacinacao.
Com base na defini¢do de caso de dois dias consecutivos de tosse
espontanea, oito de nove caes (88,9 por cento) do grupo tratado
com placebo desenvolveram doenga enquanto nenhum céo (0,0 por
cento) vacinado com Recombitek® Oral Bordetella ou Nobivac®
Intra-Trac; desenvolveu doenga. Esses resultados sdo consistentes
com aqueles relatados por Larson et al’ onde uma vacina oral
contra B bronchiseptica proporcionou protecao semelhante como
uma vacina intranasal quando provocada 42 dias depois da
vacinagao.

Os sinais clinicos de doenga respiratoria eram considerados
clinicamente relevantes quando ocorressem em dois ou mais dias
consecutivos. Quarenta por cento dos cdes do grupo tratado com
Nobivac® Intra-Trac; foram observados com secre¢@o nasal serosa
em comparagdo com 22,2 por cento dos caes do grupo tratado com
placebo e nenhum (0 por cento) cdo do grupo tratado com
Recombitek® Oral Bordetella. Existe uma hipotese de que a
vacinagdo intranasal pode ter irritado a mucosa nasal em alguma
extensdo tornando a secre¢@o nasal serosa mais frequente depois da
provocag@o no grupo tratado com Nobivac® Intra-Trac;. Nenhum
cdo do grupo tratado com Recombitek® Oral Bordetella
apresentou dias consecutivos de secre¢do nasal mucopurulenta em
comparagdo com um cdo do grupo tratado com Nobivac® Intra-
Trac; e trés cdes do grupo tratado com placebo.

TABELA 4: Titulos médios geométricos por ensaio de
microaglutinagdo para anticorpo anti-Bordetella bronchiseptica

Dia
Grupo 0 7* 14 21
Recombitek® Oral Bordetella
(n=10) 0 2 4 5
Nobivac® Intra-Tracs (n=10) 0 0 0 0
Vacina de placebo (n=9) 0 0 0 2

*Dia da provocagao.

Dia
Grupo 0 7* 14 21
Recombitek® Oral
Bordetella (n=10) 8,00 9,19 12,13 13,93
N(lblvac® Intra—TraC38’OO 8,00 8,00 8,00
(n=10)
leicgl?a de placebo&00 8,00 8,00 10,08

*Dia da provocagao.
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TABELA 5: Cédes com isolamento traqueal positivo para
Bordetella bronchiseptica

Numero de cdes com
isolamento traqueal
positivo

Grupo Dia 0 Dia 21

Recombitek®  Oral  Bordetella

(n=10) 0 10

Nobivac® Intra-Tracs (n=10) 0 10

Vacina de placebo (n=9) 0 8

Embora a protecdo contra a doenga de duas vacinas fosse
claramente demonstrada, nenhuma das vacinas impediu a
colonizagdo do trato respiratdrio superior por B bronchiseptica
depois da provocagdo, conforme detectado por reisolamento dos
organismos da provocagdo a partir de swabs traqueais.

Curiosamente, os titulos médios de anticorpos séricos anti-B
bronchiseptica foram maiores no grupo tratado com Recombitek®
Oral Bordetella do que nos grupos tratados com Nobivac® Intra-
Trac; ou placebo tanto apds a vacinagdo quanto apos a provocagao.
O numero total de cdes soropositivos também foi maior no grupo
tratado com Recombitek® Oral Bordetella com 50 por cento dos
caes soropositivos 14 dias depois da provocagdo em comparagao
com 22,2 por centro no grupo tratado com placebo e 0,0 por cento
no grupo tratado com Nobivac® Intra-Trac;. Nao se sabe por que o
grupo tratado por via intranasal nfo apresentou uma resposta
soroldgica apés a vacinagdo uma vez que se previu que o grupo
tratado com Nobivac® Intra-Trac; teria uma resposta sorologica
semelhante 4 do grupo tratado com Recombitek® Oral Bordetella
conforme relatado anteriormente na literatura.

Este estudo demonstra que a vacina recém-desenvolvida
Recombitek® Oral Bordetella ¢ equivalente a vacina intranasal
Nobivac® Intra-Trac; na prevencdo da doenga causada por B
bronchiseptica quando comparada com cdes vacinados com
placebo. Os cdes vacinados com Recombitek® Oral Bordetella e
Nobivac® Intra-Tracs apresentaram uma incidéncia
significativamente menor de doenca (P<0,0001) com uma fracdo
prevenivel de 100 por cento. Os resultados deste estudo apresentam
clara evidéncia de que a vacinagdo com a vacina Recombitek®
Oral Bordetella ¢ eficaz na prevencdo de tosse em cdes quando
submetidos a provocagdo com B bronchiseptica sete dias depois da
vacinagdo e oferece uma alternativa a administragdo intranasal,
mais dificil, sem rea¢des no local da injecdo potenciais de um
produto administrado por via parenteral.
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