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EXAMEN HISTOLOGICO EN CERDOS
VACUNADOS CON VACUNA ANTIAFTOSA CON ADYUVANTE OLEOSO

C. A. Mebus' & P. Augé de Mello?

RESUMEN

Se estudiaron las reacciones tisulares macrosco-
picas y microscopicas producidas por vacunas de
emulsién primaria (agua-en-aceite) y de emulsion
doble (agua-en-aceite-en-agua), aplicadas por las
vias subcutanea (SC), intramuscular (IM) o intra-
peritoneal (IP). Las goticulas de aceite de la emul-
sion primaria encontradas en los puntos de inocu-
lacién via SC o IM fueron mayores que las ericon-
tradas en los puntos de aplicacion de vacuna de
emulsion doble. La inoculacion de vacuna de emul-
sién primaria por via IP produjo granulomas en la
cavidad peritoneal, lo que no ocurrid con la vacuna
de emulsion doble. De las dos formulaciones y las
tres vias de inoculacion utilizadas, la vacuna de
emulsion doble y la via IP no causaron reacciones
tisulares indeseables.

INTRODUCCION

Las vacunas contra la fiebre aftosa de tipo agua-
en-aceite (emulsién primaria ~ EP) inducen un alto
grado de proteccidon en cerdos {7, 5, 6, 7, 8, 9).
Sin embargo, la aplicacion de esta vacuna en gran
escala no es recomendable debido a las reacciones
indeseables que aparecen en el punto de inocula-
cidbn y en la regidn de los ganglios linfaticos (8).
Estudios macroscOpicos y microscopicos en cerdos
tras inoculacion por via intramuscular (IM) y sub-
cutanea (SC) de vacuna antiaftosa de EP ya fueron
publicados (70).

Las vacunas de emulsion doble (ED) de tipo
agua-en-aceite-en-agua, descritas por Herbert (4},
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inoculadas en cerdos por via intraperitoneal (IP)
no produjeron lesiones macroscépicas significa-
tivas. Los animales tenian un alto grado de protec-
cién hasta por lo menos 4 meses después de la
primovacunacion (2, 3).

Este trabajo describe los resultados de exdme-
nes histolégicos de muestras colectadas de cerdos
inoculados por las vias SC, IM o IP con vacuna
antiaftosa de EP o de ED.

MATERIALES Y METODOS

Vacunas

Las vacunas de EP y de ED fueron preparadas
como ya fue descrito (2, 3). En resumen, la vacuna
de EP fue elaborada usando aceite mineral® y 10%
de mono-oleato de manitol* emuisificado en par-
tes iguales con una suspension de antigeno triva-
lente de la fiebre aftosa. La ED (4) consistio en la
vacuna de EP reemulsificada con un volumen igual
de solucion buffer fosfato (SBF), pH 7,4 y 2% de
polioxietileno de mono-oleato de sorbitan® .

Cerdos

Se utilizaron cerdos Landrace recién desteta-
dos, con un peso aproximado de 20 kg. Los ani-
males fueron vacunados con vacuna de EP o de ED
por las vias SC, IM (musculo masetero) o IP. En el
experimento 1, los cerdos fueron sacrificados 30
dfas posinoculacion (DPI) para realizar los exame-
nes macroscopico e histolégico. El Cuadro 1 mues-
tra el nOmero del cerdo, el tipo y la dosis de vacu-
na usada, la via de inoculacién y el promedio del
tamaifio mayor de la goticula. Las vacunas de EP
y de ED fueron probadas por via SC en los mis-
mos cerdos, inoculando una dosis de cada vacuna
en cada oreja.

3Marcol 52 - Exxon Corporation, U.S.A.
*Arlacel A - ICI American Inc. Atlas Chemical Division.
5 Tween 80 -1CI American Inc. Atlas Chemical Division.
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CUADRO 1. Resumen del tipo de vacuna, via de inoculacién y promedio del tamaflo de las goticulas
mayores de aceite en el punto de inoculacién y en los ganglios linféticos regionales en
los animales del experimento 1
Promedio del
tamafio mayor
Tipo de de la goticula ()
Animal vacuna Via Dosis {mi) Tejido EP ED
533 " EP sc? 15 Sitio 610
GL 450
533 ED SCb 3 Sitio 130
GL 270
535 EP sc? 15 Sitio 500
GL 150
535 ED sc? 3 Sitio 160
GL 180
538 EP M 15 Sitio 120
GL 70
539 ED M 15 Sitio 180
GL 130
536 EP 1P 1.5 Varios 300
534 ED P 3 Varios 40

aOreja izquierda.
bOreja derecha.

EP Emulsidén primaria

ED  Emulsién doble

IM Intramuscular

P Intraperitoneal

SC Subcutanea

GL  Ganglio linfatico regional
Sitio Sitio de inoculacién

En el experimento 2, los cerdos fueron divi-
didos en cuatro grupos de 10 animales cada uno.
Cada grupo fue vacunado por via SC con vacu-
na de EP o por via SC, IM o IP con vacuna de ED
respectivamente. La resistencia al virus de la fie-
bre aftosa fue comprobada a los 110 DPI por
exposicion por contacto en 4 cerdos sin vacunar,
inoculados por via intraplantar con 10*/® DLsgq,
ratdon lactante de virus O, Campos y fueron
sacrificados a los 140 DPI. Todos los cerdos
fueron examinados en el sitio de inocufacion
para constatar la existencia de macrolesiones.
De cada grupo se seleccionaron dos cerdos al azar
y se tomaron muestras para realizar estudios ané-

tomo-patolégicos. El Cuadro 2 resume el tipo
y la dosis de vacuna e incluye el namero del cer-
do, la via de inoculacion y el promedio del tama-
fio mayor de la goticula. Las pruebas serologicas
y de desafio se informaron en otro trabajo (2).

Colecta de muestras y examen histoldgico

En ambos experimentos se colectaron mues-
tras en los puntos de inoculacién y de los ganglios
linfaticos regionales de los cerdos inoculados por
via SC o IM. En el experimento 1, de los cerdos
inoculados por via IP fueron colectadas todas las
lesiones y varios ganglios linfaticos de la cavidad
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CUADRO 2. Resumen del tipo de vacuna, via de inoculacion y promedio del tamafio de las goticulas
mayores de aceite en el punto de inoculacién y en los ganglios linféticos regionales de animales
seleccionados en el experimento 2 para evaluacién histolégica
Promedio del
tamafto mayor
Tipo de de la goticula (u)
Animal vacuna Via Dosis (mi) Tejido EP ED
1 EP SC 1.5 Sitio ND
GL 80
2 EP SC 1.5 Sitio 430
GL 350
1 ED sC 3 Sitio 134
GL 39
12 ED SC 3 Sitio 90
GL 40
28 ED M 3 Sitio 220
GL 68
29 ED M 3 Sitio 120
GL 46
37 ED P 3 Varios 0
38 ED 1P 3 Varios 0
EP Emulsién primaria
ED Emulsién doble
M Intramuscular
P Intraperitoneal
SC Subcutdnea
GL  Ganglio linfético regional
ND No disponible
Sitio Sitio de inoculacion
peritoneal y del bazo. En el experimento 2, RESULTADOS

de los cerdos inoculados por via IP se tomaron
muestras de los ganglios linfaticos mesentéri-
cos, bazo, pancreas, rifion e higado. Previa fi-
jacién en solucién buffer de formalina al 10%
e inclusion en parafina, los tejidos fueron cor-
tados en secciones de 6u y coloreados con
solucién Mayer de hematoxilina-eosina phlyo-
xine B.

Las lesiones en cortes de los tejidos fueron foto-
grafiadas y en cada foto se midieron los b espacios
claros correspondientes a las goticulas de aceite.
Si se tomdé mas de una diapositiva o foto de una
muestra, el promedio del tamafio de las goticulas
mayores de aceite de todas las fotografias fue
considerado.

Experimento 1
Pruebas preliminares de vacunas oleosas de EP o
de ED para cerdos

El Cuadro 1 resume los resultados. Los resul-
tados histologicos en el cerdo 533 en los sitios de
inoculacién via SC de 1,5 mi de vacuna de EP o de
3 ml de ED, y en los respectivos ganglios linfaticos
fueron similares, con excepcion del tamaio de las
goticulas de aceite. El promedio del tamafio de
las goticulas mayores de aceite de la vacuna de EP
fue cuatro veces mayor que el promedio de las go-
ticulas de vacuna de ED. El punto de inoculacién
de vacuna de EP estaba formado por granulomas
separados por tabiques de tejido conjuntivo. Los
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granulomas menores tenian una goticula de aceite
en el centro rodeada de células gigantes, después
macrofagos vy luego una capa de fibroblastos. Los
granulomas mayores tenian un area de linfocitos
entre los macréfagos vy el tejido conjuntivo. Las le-
siones en los ganglios linfaticos correspondientes a
los sitios de inoculacién de vacunas de EP y de ED
tenian numerosas figuras mitdsicas. Las areas sub-
capsular y paratrabecular de los nddulos tenian
una gran reaccion granulomatosa -macréfagos y
células gigantes- y numerosas goticulas de aceite.
Las goticulas mayores en los nddulos linfaticos co-
rrespondientes al punto de inoculacién de vacuna
de EP estaban rodeadas de células gigantes y algu-
nos leucocitos neutrofilos.

En el cerdo 535, los resultados de los estudios
histologicos de los puntos de inoculacién por via
SC de 1,5 ml y de 3 ml de vacunas de EP y de ED,
respectivamente, fueron diferentes del animal ante-
rior. En el cerdo 535 los puntos de inoculacion es-
taban rodeados por tejido conjuntivo denso en el
cual se encontraban pequefios granulomas. El cen-
tro de ambos puntos contenia tejido granuloma-
toso necrosado y goticulas de aceite. El punto de
inoculacién de vacuna de ED también presentaba
2 pequefias rosetas. El tamafio medio de las goticu-
las mayores de aceite en el punto de EP fue cerca
de 3 veces mayor que en el punto de ED. El aspec-
to histopatoiodgico de las lesiones de los ganglios
linfaticos fue similar al del cerdo 533.

Estudios histolégicos del punto de inoculacion
via IM de 1,5 ml de vacuna de EP en el cerdo 538
revelaron numerosos granulomas pequeiios, muchos
de los cuales contenian una pequefia goticula de
aceite. En el ganglio linfdtico regional de este ani-
mal, las células reticulares en las dreas subcapsular
y paratrabecular eran hiperpldsticas y estas dreas
contenian numerosos granulomas diseminados Yy
pequefias goticulas de aceite. En el cerdo 539, el
punto de inoculacién de 1,56 ml de vacuna de EP
consistid de una masa de tejido conjuntivo granu-
lomatoso encapsulado y goticulas de aceite. Las
5 goticulas de aceite mayores en el punto de ino-
culacion tenian un promedio de 180 u. Los gan-
glios linfaticos regionales de este cerdo presenta-
ban granulomas, 3 de los cuales tenian leucocitos
neutréfilos alrededor de las goticulas de aceite y
varios granulomas tenian centros necroticos.

El cerdo 536 inoculado por via IP con 1,5 ml
de vacuna de EP tenia granulomas bien desarro-
lados en la cépsula del bazo y mesenterio del
intestino delgado y colon. Histoldgicamente los
granulomas del bazo fueron tipicos a los encon-
trados en otras superficies serosas. De afuera
hacia adentro, los granulomas tenian una cépsula
de tejido conjuntivo; una capa de células epite-
telioides en la cual habian algunos policariocitos
pequefos y goticulas de aceite; una capa de célu-
las inflamatorias, siendo la mayoria leucocitos
neutréfilos, muchos de fos cuales eran necréticos,
y el centro estaba formado por células epitelioides
azulado-purptireo (necréticas) y goticulas de aceite
(Fig. 1). El promedio del tamafio de las goticulas
mayores en los granulomas de la cavidad peritoneal
fue de 300 u.

Ef cerdo 534 inoculado por via IP con 3 mi de
vacuna de ED tenia una pequeia area granuloma-
tosa en el mesenterio colonico que contenia pe-
quefias goticulas de aceite. El promedio del tama-
fio de las goticulas mayores fue de 40 u.

Experimento 2
Comparacién de las vacunas de EP y de ED para
cerdos

La dosis de 1,5 ml de vacuna de EP inoculada
por via SC en el cerdo N® 1 aparentemente se
depositoé en el ganglio linfdtico, y por esta razén
fue el Unico punto que presentd reaccion. El es-
tudio histopatoldgico revelé que el ganglio linfa-
tico regional contenia una gran area necrosada,
nédulos granulomatosos, algunos de los cuales
tenian un centro necrético, y moderada hiperpla-
sia subcapsular y paratrabecular de células reti-
culares. El promedio del tamafio de la goticula ma-
yor de aceite en el ganglio linfatico fue de 80 ...

El punto de inoculacién del cerdo N° 2, que
recibié 1,6 ml de vacuna de EP por via SC presen-
taba el siguiente resultado histolégico de afuera
hacia adentro: una cédpsula de tejido conjuntivo,
tejido granulomatoso, y un centro necrético que
contenia goticulas grandes de aceite. El promedio
del tamafio de las goticulas mayores fue de 430 u
(Fig. 2). Un corte del tejido del ganglio linfatico
regional presentaba granulomas en el cortex. Un
nédulo granulomatoso contenia una goticula
grande de aceite y otros , pequefias goticulas. EI
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FIGURA 1. Granuloma en la cdpsula del bazo del cerdo 536 inoculado por via intraperitoneal con 1,5 ml de vacuna de

emulsién primaria. H + E aumentado 70 veces.

FIGURA 2. Goticulas grandes de aceite en el punto de inoculacién via subcuténea de 1,5 ml de vacuna de emulsién
primaria en el cerdo 2. H + E aumentado 58 veces.
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promedio del tamano de las goticulas mayores fue
de 350 u.

Los puntos de inoculacion de los cerdos 11 y
12, inoculados por via SC con 3 mi de vacuna de
ED tenian numerosos nddulos granulomatosos
separados por tejido conjuntivo. Los nédulos gra-
nulomatosos tenian pequefias goticulas de aceite
(Fig. 3). Los promedios de los tamafios de las
goticulas mayores fueron de 134 y 90 u, respec-
tivamente. El ganglio linfatico regional en el cerdo
11 tenia hiperplasia subcapsular y paratrabecular
de células reticulares, pequefias goticulas de aceite
y un nédulo granulomatoso subcapsular. El prome-
dio de las goticulas mayores fue de 39 u. En el cer-
do 12, el ganglio linfatico regional tenia hiperpla-
sia subcapsular y paratrabecular de células reticula-
res y en el corte fueron encontradas 2 goticulas
de aceite.

E! cerdo 28 tenia en el punto de inoculacion,
via IM de 3 ml de vacuna de ED, una gran drea gra-
nulomatosa conteniendo varias goticulas de aceite
en el tejido conjuntivo adyacente al mdsculo. El
perimisio fue infiltrado por tejido conjuntive di-

fuso y tejido nodular granulomatoso que contenia
varias goticulas pequefias de aceite (Fig. 4). El pro-
medio del tamaiio de las goticulas mayores de acei-
te fue de 220 u. El punto de inoculacién via IM de
3 m! de vacuna de ED en el cerdo 29 tenia el peri-
misio infiltrado por tejido conjuntivo difuso y
tejido nodular granulomatoso que contenia nume-
rosas goticulas de aceite. El centro de una gran
drea granulomatosa estaba necrosado. El promedio
del tamafio de !as goticulas mayores de aceite fue
de 120 u. E! ganglio linfdtico regional en ambos
cerdos tenia hiperplasia subcapsular y paratrabe-
cular de células reticulares, nddulos granuloma-
tosos diseminados, y goticulas de aceite {Fig. 5).
El promedio del tamafio de las goticulas mayores
de aceite en el ganglio linfatico regional de los dos
cerdos fue de 60 y 46 , respectivamente.

Los cerdos 37 y 38 inoculados por via IP con
3 ml de vacuna de ED tenian en la cdpsula del
bazo algunas pequefias saliencias de tejido conjun-
tive con apariencia vellosa. Un corte del ganglio
linfatico mesentérico del cerdo 38 mostr6 hiper-
nlasia en las células reticulares.

FIGURA 3. Nédulos granulomatosos v pequefias goticulas de aceite en el punto de inoculacién via subcutdnea de 3 mi
de vacuna de emulsién doble en e/ cercio 11. M + & siinantads 70 veces.
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FIGURA 4. Reaccién granulomatosa y pequeiias goticulas de aceite en el punto de inoculacién via intramuscular
de 3 mi de vacuna de emulsién doble en el cerdo 28. H + E aumentado 80 veces.

FIGURA 5. Reaccién granulomatosa y pequedas goticulas de aceite en el ganglio linfético regional del cerdo 28

inoculado por via intramuscular con 3 mi de vacuna de emulsién doble. H + E aumentado 1 58 veces.
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DISCUSION

En el experimento preliminar, el promedio del
tamafio de las goticulas mayores de aceite en los
puntos de inoculacién de vacuna de EP fue mayor
que en los puntos de inoculacién de vacuna de ED.
La necrosis en los puntos de inoculacién via SC
de vacuna de EP y de ED en el cerdo 535 podria
haber resultado tanto por el acimulo de goticulas
de aceite en las dreas de inoculacién via SC como
por una reaccién desfavorable del animal. La reac-
cién granulomatosa en los puntos de inoculacion
via IM de vacuna de EP, aunque satisfactoria desde
el punto de vista de producciéon de antigeno fue
estéticamente indeseable en animales destinados
al consumo, y probablemente podria ser confun-
dida con un granuloma resultante de una infec-
cién. La diferencia mds pronunciada en la reaccién
de vacuna de EP y de ED ocurrié con la via de
inoculacion IP. Los grandes granulomas en la cavi-
dad peritoneal de los cerdos inoculados con vacuna
de EP fueron estéticamente indeseables y podrian
ser confundidos con infecciones. Al contrario, la
vacuna de ED provocé un pequefio granuloma en
uno o dos cerdos inoculados por via IP.

La reaccién tisular estéticamente mds aceptable
de la vacuna de ED en el experimento preliminar
resultd de estudios mds extensos que consistieron
en un mayor nimero de cerdos, comparaciéon de
los titulos de seroneutralizacién, eficacia de pro-
teccién y examen histolégico de los puntos de ino-
culacién. Como se informé previamente, los titu-
los de seroneutralizacién vy los resultados a la pro-
teccion de las vacunas de EP y de ED vy las vias de
inoculacién fueron similares. La mayoria de los
animales vacunados desarrollo lesiones vesiculares,
pero muchas de ellas fueron leves, y los animales
no aparentaron sufrir y se movian con facilidad.
Cualquier pérdida econémica podria haber sido
minima (2). La necrosis también aparecié en los
puntos de inoculacion via SC de vacuna de EP
pero no de vacuna de ED. Puesto que hubo una
diferencia significativa en el promedio del tamafio
de la goticula mayor de aceite entre las dos vacu-
nas, se sospechd que goticulas mayores de aceite
en el punto de inoculacién via SC podrian ocasio-
nar necrosis. En el experimento 2, la ausencia total
de reacciones macro o microscépicas en los cerdos

inoculados por via IP fue similar a la observada en
el experimento preliminar.

De las dos formulaciones y de las tres vias de
inoculacion ensayadas, la inoculacién via IP de
vacuna de ED probo ser mds satisfactoria porque
indujo proteccién y produjo lesiones macro y
microscopicamente insignificantes. Estudios pos-
teriores de este método de vacunacion confirma-
ron estos resultados (3). Por tanto, la vacuna de
ED aplicada por via IP demostré ser el mejor
método para inmunizar cerdos contra la fiebre
aftosa.

REFERENCIAS

1. ANDERSON, E.C. Some observations on the se-
rological response of pigs to emulsified foot-and-
mouth disease vaccine. Report of the meeting of
the Research Group on the Standing Technical
Committee, European Commission for the Control
of Foot-and-Mouth Disease, held in Brescia, ltaly,
Sep. 24-26, 177-190, 1969.

2. AUGE DE MELLO, P. & GOMES, |. Vacuna antiaf-
tosa con adyuvante oleoso para cerdos. |. Vacuna de
emulsién doble aplicada por diferentes vias. (Foot-
and-mouth disease oil adjuvanted vaccine for pigs.
I. Double emulsion vaccine applied by different
routes). Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa 31-32:
1-6, 7-12, 1978.

3. AUGE DE MELLO,P., GOMES, |., ALONSO FER-
NANDEZ, A., MASCARENHAS, J.C. Vacuna anti-
aftosa con adyuvante oleoso para cerdos. Il. Vacuna-
cién intraperitoneal de cerdos jovenes con emulsion
doble. (Foot-and-mouth disease oil adjuvanted vac-
cine for pigs. 1. Intraperitoneal vaccination of young
pigs with double emulsion vaccine}. Bol. Centr.
Panam. Fiebre Aftosa 31-32: 13-19, 21 -28, 1978.

4. HERBERT, W.J. Multiple emulsions. A new form of
mineral-oil antigen adjuvant. Lancet (2): 771, 1965.
Foot-and-mouth Dis. Bull. 8 {3): 1969.

5. McKERCHER, P.D. & GIORDANO, A.R. Foot-and-
mouth disease in swine. |. The immune response of
swine to chemically-treated and nontreated foot-and-
mouth disease virus. Arch. ges. Virusforsch. 20:
39-53, 1967.

6. McKERCHER, P.D. & GAILIUNAS, P. Response of
swine to inactivated foot-and-mouth disease vaccine.
Arch. ges. Virusforsch. 28: 165-176, 1969.

7. McKERCHER, P.D. & MORGAN, D.O. Immune



Mebus & Augé de Mello 1

response of swine to revaccination with an oil 9. McKERCHER, P.D. & BACHRACH, H.L. A foot-

adjuvant foot-and-mouth disease virus vaccine. Meet- and-mouth disease vaccine for swine. Can. J. comp.

ing of the Research Group of the Standing Technical Med. 40 (1): 67-74, 1976.

Committee held at the Instituto Zooprofilattico  10. McKERCHER, P.D., GAILIUNAS, P., BURROWS,

Sperimentale, Brescia, Italy, 1969. R., CAPSTICK, P.B. Reaction of swine to oil-adju-
8. McKERCHER, P.D., GRAVES, J.H. et al. Foot-and- vanted inactivated foot-and-mouth disease virus

mouth disease vaccines. 1. Studies on the duration vaccine inoculated by intramuscular and subcuta-

of immunity in cattle and pigs. Bol. Centr. Panam. neous routes. Arch. ges. Virusforsch. 35, 364-377,

Fiebre Aftosa 19-20: 24-30, 1975, 1971.





