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OBSERVACION DE LA RESPUESTA DE L.OS TEJIDOS
EN OVINOS VACUNADOS CON VACUNA ANTIAFTOSA DE ADYUVANTE OLEOSO
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RESUMEN

Se realizd un estudio preliminar para determi-
nar la reaccion de los tejidos en ovinos vacunados
con vacuna antiaftosa con adyuvante oleoso, segin
la via de inoculacidn y dosis variables de vacuna.

Con base en las observaciones de campo, inspec-
cion veterinaria en playa de faena y estudios histo-
légicos se hicieron las siguientes observaciones:
a) no existieron diferencias significativas en las
reacciones macroscopicas y microscopicas entre las
vacunas oleosas preparadas en emulsion simple o
doble; b) al igual que lo ya demostrado en la espe-
cie bovina, este tipo de vacunas puede ser adminis-
trado por via intramuscular utilizando el tercio
anterior de la tabla del cuello como punto de elec-
cién; c) la via intraperitoneal fue inocua y se su-
giere la realizacién de futuros estudios conducen-
tes a determinar si esta via es aplicable en el cam-
po, especialmente cuando se usa la emulsion doble;
d) se deberd determinar la respuesta inmunitaria
para la especie ovina, por las distintas vias y a dife-
rentes dosis.

INTRODUCCION

El Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
(CPFA) estd realizando, con la colaboracién de
paises de América del Sur (Argentina, Brasil,
Colombia, Paraguay y Uruguay), investigaciones
de campo y laboratorio con vacunas elaboradas
con adyuvante oleoso a virus inactivado (5, 13).

1Médicos Veterinarios, Direcciéon de Lucha contra la
Fiebre Aftosa, Ruta “Brig. Gral. Juan Antonio Lavalleja”
Km 29, Pando, Canelones, Uruguay.

2Médicos Veterinarios, Centro de Investigaciones Vete-
rinarias “Miguel C. Rubino”, Casilla de Correo 6577,
Montevideo, Uruguay.

3Médico Veterinario, Direccién de Industria Animal.

Los estudios efectuados en bovinos con estas va-
cunas han demostrado que en los programas de
combate de la fiebre aftosa se pueden esperar re-
sultados exitosos en un futuro usando la vacuna
con adyuvante oleoso, con base en la respuesta
inmunitaria favorable que se obtiene y la reduc-
cion del nimero de vacunaciones aplicadas.

Estudios seroldgicos realizados en muestras
de suero tomadas a intervalos regulares, en bo-
vinos pertenecientes a la cuenca lechera de Mon-
tevideo que estdn siendo vacunados con este tipo
de vacuna desde marzo de 1977 (9), han mostrado
un buen nivel de anticuerpos, tanto en animales
menores de dos afios como en adultos. Los prime-
ros siguen un esquema de vacunacién semestral
hasta los dos afios de edad, y a partir de los dos
afios se vacunan solamente una vez al affo.

Segin Augé de Mello y col. (7, 2), los bovinos
que han sido vacunados sisteméticamente con va-
cunas con adyuvante oleoso durante los dos pri-
meros afios de edad, en la edad de adultos se pue-
den vacunar cada afio. En estas condiciones la ex-
pectativa porcentual de proteccion fue superior al
80% a los 12 meses después de {a cuarta vacuna-
cién. El esquema de vacunacién ha sido més ex-
haustivamente estudiado en el bovino por ser la
especie de mayor significacion en la enfermedad.
La vacuna es aplicada por via intramuscular en la
parte superior de la tabla del cuello. Por otras vias,
eventualmente se producen reacciones locales en
el sitio de inoculacidén. En la inspeccion de carnes
para exportacién no se observaron decomisos de
carcasas o de partes.

En Espafia han sido usadas vacunas con adyu-
vantes oleosos en cerdos. Ademi3s el CPFA infor-
mo resultados favorables con el uso en esta espe-
cie (3, 4, 11) de vacunas para fiebre aftosa con
emulsién simple y doble. Las reacciones locales
en el sitio de inoculacién han sido de intensidad
variable seglin la vacunacién haya sido por via
subcuténea (SC) o intramuscular (IM). Después de
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la inoculaciéon intraperitoneal {IP) de la vacuna
en emulsion doble no se observaron reacciones
locales.

El laboratorio de Plum lIsland Animal Disease
Center, en Estados Unidos, y el CPFA (6} publi-
caron un estudio preliminar en el cual las ovejas
fueron vacunadas con vacuna antiaftosa de adyu-
vante oleoso. Se demostré que una vacuna de
emulsién simple podria inducir una excelente reac-
cién inmunitaria.

Con el objetivo de determinar la aceptabilidad
de vacunas con adyuvante oleoso en la especie
ovina y tratar de observar las reacciones posvacu-
nales eventuales, generales y locales, asi como los
resultados de la inspeccicfn veterinaria en matade-
ro, se efectud un ensayo preliminar usando vacuna
oleosa en emulsién simple y doble.

MATERIALES Y METODOS

Vacunas

Las vacunas utilizadas en el ensayo fueron ela-
boradas en el CPFA, mezclando el adyuvante in-
completo de Freund, compuesto de Arlacel A
{monooleato de manitol) y aceite mineral (Marcol
52) en la proporcién de 1:10, con una cantidad
igual de suspensién trivalente de virus inactivados
de la fiebre aftosa para formar una emulsion de
agua en aceite (7).

La vacuna oleosa fue preparada en emulsion
simple y doble, siendo esta Gltima elaborada a par-
tir de la misma emulsiéon simple. La emulsién sim-
ple "agua-en-aceite’’ se transforma en emulsién
doble (3), agua-en-aceite-en-agua, usando igual
volumen de la fase acuosa externa con 2% de
Tween 80.

Animales

Se utilizaron 36 ovejas cruza Corriedale, de 4 a
5 afios de edad, con un peso promedio de 40 kg,
de una majada constituida por 60 animales.

Vias de inoculacion y dosis

El Cuadro 1 detalla el diseiio experimental. Las
vacunas de emulsidon doble y simple se usaron a las
dosis de 6 ml y 3 ml, respectivamente. Los anima-
les se dividieron en tres grupos de 12 animales. Las
ovejas fueron sacrificadas en grupos de cuatro por

cada tratamiento, a los 30, 60 y 90 dias posinocu-
lacién (DPIl). Todos los animales fueron examina-
dos antes y después del sacrificio siguiendo los pro-
cedimientos de rutina utilizados por la inspeccién
veterinaria de los establecimientos de faena (7).

Técnicas

De todos los animales sacrificados se tomaron
muestras de tejidos del drea de inoculacion y de
los ganglios linfaticos regionales. Estas muestras
fueron fijadas inmediatamente en solucién formol
al 10% para estudios histolégicos. El procedimien-
to histolégico fue el procesamiento de rutina de
tejidos embebidos en parafina y cortes de 4-5 u,
tifiéndose segin la técnica de hematoxilina-eosina
y Van-Gielson. De algunos tejidos fijados por for-
mol se hicieron cortes por congelacién y se tifieron
con Sudan V.

RESULTADOS

No se observaron manifestaciones clinicas inde-
seables durante el periodo del ensayo, tales como
‘muertes, pérdida de apetito o alteraciones en el
comportamiento. En los animales vacunados por
las vias SC e IM se observé la formacién de una tu-
mefaccion en el punto de inocuiacién de la vacu-
na sin manifestacion dolorosa. En ios animales ino-
culados por la via IP no se observaron sintomas
de peritonitis, cuadros digestivos o renales inde-
seables, ni pérdida de peso. Desde el punto de vis-
ta macroscopico y microscopico no existié dife-
rencia entre la emulsién simple y la doble cuando
fueron usadas por via SC o IM.

30 dias posinoculacién

A los 30 DPt las lesiones locales microscépicas
correspondian a las del tipo inflamatorio subagudo
con presencia de cuerpo extrafio, lo cual permitié
describirlas como una lesidn similar a un granulo-
ma de cuerpo extrafio.

1. Inoculacién subcutdnea. En la inoculacion
SC la lesion tendia a difundirse a los planos mus-
culares profundos vy al tejido adiposo regional. Al
corte, la lesidon se observa de color pélido amari-
llento y de consistencia mas o menos firme. Todos
los animales presentaron bequeﬁos noduios de 1 a
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3 mm de didmetro de aspecto perlado, de co-
lor blanco amarillento, de los cuales flula una
pequefia gota de vacuna. El ganglio regional co-
rrespondiente mostré pequefios nddulos en su
interior.

2. Inoculacién intramuscular. En la inoculacién
por via IM se destaca la presencia de una sustan-
cia de consistencia oleosa depositada en forma de
pequeiias gotas de 1 a 3 mm de didmetro y algunas

confluyen formando acimulos mayores entre los
planos de clivaje muscular.

3. Inoculacién intraperitoneal. Por la via iP se
observo una difusién de la vacuna por el gran epi-
pi6n y gran mesenterio, dandoles a éstos un aspec-
to de placas britlantes de color blanco grisiceo, di-
ferencidndose netamente de la grasa peritoneal.
Al corte se aprecié flujo de vacuna como en las
otras dos vias de inoculacion.

CUADRO 1. Descripcién de dosis y vias de inoculacién

Df(as del sacrificio

NO animales posinoculacion
Objetivo del ensayo por ensayo Dosis y vias de inoculacién 30 60 90
) Subcuténea srea
. 3 woauricul 1 1 1
Observar reaccién retroauricular
general a dosis de
emulsién simple 3 Intramuscular tabla del
segin diferentes vfas cuello tercio anterior ! 1 1
de inoculacion. -
6 Intraperitoneal 2 2 2
Subcuténea 4rea
I . . retroauricular
Estudio comparativo 3 mi lado izquierdo’
con dosis de emulsion 6 mi lado derecho
simple y doble al mismo 12 4 4 4
animal en 4 puntos de Subcuténea zona axilar
inoculacion simultinea. 3 ml lado izquierdo
6 mi lado derecho
" Intramuscular tabla del .
co i cuello tercio anterior
Estudio comparativo .
R i 3 mi lado izquierdo
con dosis de emulsién 6 mi lado derecho
simple y doble al mismo 12 4 4 4
animal en 4 puntos de Intramuscular cara
inoculacion simultinea. interna musio
3 mi lado izquierdo
6 ml lado derecho
Totales 36 12 12 12

2Dosis 3 mi emulsion simple.
Dosis 6 ml emulsién dobie.
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4. Microscopicamente se observa una importan-
te reacciéon inflamatoria subaguda por todas las
vias de inoculacion. La lesién se caracteriza por la
presencia de vacuolas redondeadas correspondien-
tes a gotas de vacuna. Estas vacuolas variaron
desde microgotas de 20 micras a gotas macrosc6pi-
cas de un tamafio de 2 mm.

En la inoculacién IM con 3 6 6 ml, topogréfica-
mente se observd una sustitucion parcial del parén-
quima, por un proceso inflamatorio que adopta
dos caracteristicas: a) una difusion interfascicular
que diseca la fibra muscular desplazondola, y b)
o un proceso focal en multiples nddulos de tama-
fios diferentes, dispuestos alrededor de la vacuna.
Dichos procesos granulomatosos sustituyen por
completo a la fibra muscular, necrosandola, pu-
diéndose observar restos de haces musculares aisla-
dos (Fig. 7).

Este proceso también se extiende al tejido adi-
poso intersticial. El elemento celular que constitu-
ye el infiltrado difuso es de tipo linfoplasmocitario
y leucocitos polimorfonucieares.

Se puede establecer una variedad de la respuesta
inflamatoria focal con relacién al tamafio de las
gotas. Cuando se observan pequefias gotas, la res-
puesta es de tipo linfoplasmocitario o de células
epitelioides. Las grandes reacciones granulomato-
sas estdn constituidas por una gran gota central
rodeada de una capa inmediata de células epite-
lioides y células gigantes de cuerpo extrafio. Peri-
féricamente se observé la presencia de fibroblastos,
elementos linfoplasmocitarios y capilares de neo-
formacion.

60 dias posinoculacion

1. Macroscopicamente se encontré la vacuna
extendida entre los planos de clivaje de los muscu-
los y sobre las aponeurosis, en forma de pequefas
gotas de 1 a 3 mm de color blanco amariliento y
muy adheridas a los planos subyacentes.

No se pudo determinar la ubicacién del punto
de inoculacién de la vacuna pero en la zona se ob-
servd abundante tejido fibroso de color blanco
amarillento y de consistencia firme, extendiéndose
varios centimetros hacia adentro del musculo y en-
tre los planos musculares. Al corte y presion fluia
un liquido de aspecto viscoso con las caracteristi-
cas de la vacuna utilizada.

Los ganglios regionales mostraron la zona cor-
tical agrandada y pequeiias gotas perladas de 1 a
3 mm, similares a las observadas en los planos mus-
culares y subcuténeos. Estos se presentaron algo
edematosos, con aumento de tejido linfoide, en la
zona cortical y medular. Al igual que alos 30 dias
no se establecid diferencia en cuanto al tipo de
inoculacién.

2. Microscépicamente no se observaron cam-
bios significativos en cuanto a la poblacién celuiar
observada a los 30 DPI pero es importante sefialar
gue existia mayor reaccién fibroblédstica periféri-
camente al granuloma. En la zona central de éste
aparecieron células epitelioides necrosadas. En
cuanto a los ganglios regionales, se comprob6 en
algunos la existencia de gotas rodeadas de nume-
rosas células epitelioides y en otros un marcado
aumento del nimero de polinucleares eosinéfi-
los (Fig. 2).

90 dfas posinoculacién

Fue evidente la desaparicion de lesiones en to-
dos los puntos de inoculacién, observindose sola-
mente pequefios trazos de tejido fibroso corres-
pondientes a zonas de cicatrizacion, de color blan-
quecino amarillento muy firmes al corte. En los
planos de clivaje muscular y tejido adiposo adya-
cente se vieron pequefias gotas de 1 a 3 mm de
didmetro de los cuales al corte flufa una sustancia
oleosa con el aspecto de la vacuna. No se eviden-
ciaron necrosis ni formacién de abscesos. Histold-
gicamente, la composicion celular es similar a la ya
descrita donde se destaca la formacién de tejido
conjuntivo entre las dreas de reaccion.

Los aspectos histoldgicos de la via IP siguieron
la misma evolucién que la observada por las otras
vias, destacdndose la permanencia de la vacuna en-
capsulada en la zona retrorrenal.

Después de 90 DPI, ninguna parte de las carca-
sas inspeccionadas fue decomisada por causa de la
via de inoculacién IM, a las diferentes vacunas y
dosis ensayadas.

Las caracteristicas histopatoldgicas de las lesio-
nes observadas revelan una respuesta inmunitaria
temprana, representada por macréfagos, plasmoci-
tos, linfocitos y polimorfonucleares, los que per-
manecen en los puntos de inoculacion a los 60 y
90 dras.
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FIGURA 1. Lesiones microscépicas observadas en los tejidos de ovinos 30 dias después de vacunados con vacuna anti-
aftosa con adyuvante oleoso utilizando la via intramuscular.

FIGURA 2. Lesiones microscépicas observadas en los tejidos de ovinos 60 dias después de vacunados con vacuna anti-
aftosa con adyuvante oleoso utilizando la via intramuscular.
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DISCUSION

Desde el punto de vista de inspeccién veterina-
ria en playas de faena, es importante establecer
un diagnoéstico diferencial apoyado por estudios
histoldgicos capaces de diferenciar las reacciones
vacunales de los cambios granulomatosos produ-
cidos por otras enfermedades y que pudieran ser
confundidas con el uso de este tipo de vacunas
(10). En Uruguay, no se han observado reacciones
indeseables en la especie bovina sometida a una
experiencia de campo en ganado lechero (8).

Trabajos anteriores realizados con el uso de va-
cunas con adyuvante oleoso en cerdos, indicaron
que las lesiones locales podrian persistir durante
un aflo después de inoculaciones SC o IM (712).
Sin embargo, los Gitimos trabajos realizados en
el CPFA en porcinos (3, 4, 11) mostraron que des-
pués de la inoculacién IP de una vacuna de emui-
sion doble, ninguna reaccién local indeseable fue
observada aun cuando la faena fue realizada un
mes después de la inoculacién.

En este experimento las ovejas fueron inocula-
das por via IP pero sélo con la vacuna de emulsion
simple. No se observaron diferencias entre las reac-
ciones locales en la oveja ya sea por la inoculacion
SC o IM de vacunas con emulsién simple o doble.
Las lesiones locales fueron bastante extensivas a
los 30 DPi pero regresaron progresivamente a los
60y 90 DPI.

Trabajos en cerdos (3) sugieren que menores
dosis de vacuna que las usadas en el presente estu-
dio podrian inducir un adecuado nivel de protec-
cion. Por lo tanto, posteriores estudios deberian
ser hechos para determinar cual seria, en términos
préacticos, la dosis minima de vacuna y la via de
aplicacion de la misma para sert utilizada en ovinos
en condiciones de campo.
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