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Introduccion

El material de lectura referido a vacunas veterinarias ha tenido y siguen teniendo, un papel
importante en la salud animal, en la salud publica, el bienestar animal y también en la produc-
cion de alimentos. Este material supone un desarrollo importante de contenidos en forma es-
crita. A la fecha, no se cuenta con textos que formulen de manera ordenada, concisa y practica
conceptos basicos de las vacunas y vacunaciones en las especies domésticas, en animales de
produccion y de compaiiia. Los alumnos de los cursos de inmunobiologia animal aplicada, asi
como también de otros cursos relacionados, como enfermedades de las diferentes especies,
clinica y produccién animal no cuentan en la actualidad con material bibliografico de estudio y
consulta, que concentre e interrelacione los conceptos inmunoldgicos con los de produccion,
uso y aplicacion de vacunas veterinarias. Contar con este libro de Catedra es de suma impor-
tancia para crear un material de consulta compilado, de rapido acceso y facil lectura para un
gran numero de Docentes y Alumnos, que sin perder rigor cientifico ni académico suma a la

comprension efectiva de estas relevantes tematicas veterinarias.



CAPITULO 1
Vacunas en veterinaria

Jorge Bernagozzi

Las vacunas constituyen el método mas econdémico y efectivo para prevenir las enfermeda-
des infecciosas. Es importante, para una correcta aplicacion, obteniendo los resultados espera-
dos, poseer los conocimientos basicos de inmunologia y de patogenia de la enfermedad, para
saber determinar cudl es la vacuna correcta, el momento 6ptimo de aplicacion y la frecuencia
de la revacunacion, que permitira desarrollar una respuesta inmune adecuada.

Se debe asegurar que las vacunas a aplicar retnan las condiciones minimas de calidad exi-
gibles para cada una de ellas y estén aprobadas por los Institutos Nacionales de Control, en el

pais es el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA).

Breve resena historica

Documentos atribuidos a Tucidides e Hipdcrates consignan que las enfermedades se de-
bian a acciones desafortunadas de los hombres que provocaban la ira de los dioses.

Se cree que la viruela fue la primera enfermedad que el ser humano intenté prevenir. Se
presume que los primeros procedimientos se iniciaron en la India o en China alrededor del afio
200 a JC.

En 1796, durante el momento de mayor extension del virus de la viruela en Europa, Edward
Jenner, observé que los ordefadores que habian padecido la viruela vacuna (cow pox) queda-
ban protegidos contra la infeccidén de la viruela humana (small pox), es asi como inicia el ca-
mino del desarrollo de las vacunas, algo similar habia sido observado en el afio 1400. Jenner
tomé el exudado de las pustulas de la viruela vacuna de la mano afectada de una granjera e
inoculd este material en el brazo de un nifio, quien mostré sintomas de la infeccién por el virus
de la viruela vacuna. Un mes mas tarde, aproximadamente, recuperado por completo, de la
enfermedad provocada experimentalmente, Jenner, segun las versiones, expuso al nifio al virus
de la viruela humana, y no mostré ninglin sintoma o signo de enfermedad. Este es un hito tras-
cendente en la historia de la humanidad, ya que gracias a esta vacuna, practicamente 200
afios después, la Organizacion Mundial de la Salud, declara en 1979, la erradicacion de la vi-

ruela humana en el mundo.



Louis Pasteur en 1880, trabajando con el colera de las gallinas, comprueba que es posible
proteger las enfermedades infecciosas mediante la inyeccién de gérmenes inactivados o ate-
nuados. A partir de estas experiencias realizada por Pasteur y de otras que le siguieron en los
anos 1881, 1885y, paralelamente, con las llevadas a cabo por Robert Koch, dos cientificos
coetaneos, se puede afirmar que aqui comienza la etapa cientificista de la inmunologia y de la
inmunoprofilaxis.

Robert Koch en el afio 1880 intenta desarrollar una vacuna inactivada contra la tuberculosis
que si bien no logra su objetivo como tal, se convertira con el tiempo, en un excelente medio de
diagnostico para la tuberculosis. Asi nace la tuberculina de Koch que sufrira modificaciones a lo
largo de las décadas hasta transformarse hoy en la PPD (Proteina Purificada Derivada).

En 1881 Louis Pasteur elabora la primera vacuna contra el carbunco bacteridiano sometien-
do la cepa de campo de Bacillus anthracis a temperaturas “disgenésicas” de 42°C variando el
tiempo, logrando “atenuar”, es decir reducir la patogenicidad de la cepa original (En el afio 1886
se realiza la primera vacunacion en la Republica Argentina, en Gualeguay, Entre Rios, con
vacuna donada por Louis Pasteur conocedor de la problematica de la enfermedad en la Repu-
blica Argentina).

En 1882 Louis Pasteur, con el Médico Veterinario Roux logra crear una vacuna efectiva con-
tra la rabia desecando con hidroxido de potasio médula de conejos infectados con el virus rabi-
co. Esta vacuna se encontraba en fase experimental y fue solo utilizada en animales; hasta que
en 1885, frente a un pedido de la madre de un nifio, quien habia sido mordido por un perro
rabioso y cuyo final era inexorablemente la muerte, decide a pesar de mostrarse renuente,
aplicar la misma a humanos. La inoculacion resulté exitosa y salvo la vida del nifio. Con poste-
rioridad y en solo 15 meses la crénica de la época consigna que mas de 2500 personas mordi-
das por perros rabiosos fueron tratadas exitosamente.

En el afio 1890 Emil von Behring y Shibasaburo Kitasato en Berlin descubren la existen-
cia de moléculas (anticuerpos) en el suero de los enfermos de difteria que habian sobrevi-
vido, y observaron que la inoculacion de sueros de estos individuos protegia a personas
sanas contra la misma o mejoraban la situacién de los afectados. Esto inicia el camino de
la inmunoprofilaxis pasiva artificial y de las experiencias destinadas a inducir la formacion
de anticuerpos en animales con destinos profilacticos o curativos. En 1921, Calmette y otro
Médico Veterinario, el Dr. Guerin, logran atenuar el Mycobacterium tuberculosis bovis, ob-
teniendo la cepa BCG (Bacilo Calmette Guerin) utilizada hasta nuestros dias para elaborar
la vacuna antituberculosa de uso humano.

En el afio 1923 Ramon observa que las toxinas diftéricas y tetanicas adicionadas con
formol se transformaban en un nuevo producto, donde las toxinas perdian su capacidad
“toxica” pero conservaban su capacidad “inmunizante”, denominandolo toxoide, asi co-
mienzan trabajos para obtener anticuerpos neutralizantes en la especie equina para ser
suministrado a los enfermos o infectados por la difteria, protegiéndolos, practica que se

extendi6 hasta bien entrado el siglo XX.



En 1925, Ramon observé que la respuesta al toxoide tetanico era mayor cuando se adicio-
naban a los antigenos determinados compuestos, seria el comienzo de lo que hoy conocemos
con el nombre de adyuvantes o coadyuvantes de la inmunidad, en 1926 Glenny descubre que
el toxoide diftérico adicionado o precipitado con alumbre resultaba muchos mas inmunogénico
que el toxoide aplicado solo.

Un avance importante en el disefio de vacunas, se observa cuando ciertas bacterias o en
realidad ciertos componentes de la pared bacteriana de Bordetella pertussis o Mycobacterium
tuberculosis, entre otras, tenian la facultad de realzar la respuesta inmune. Asi nace el concep-
to de adyuvante o adyuvancia intrinseca, en contraposicion a la producida por las sales de
aluminio u otras sustancias, que es conocida como adyuvancia extrinseca. Con los trabajos de
Hilleman en 1966, comienzan a desarrollarse los adyuvantes oleosos (emulsiéon de agua en
aceite), ejemplo el de Freund (completo e incompleto) caracterizandose, el completo, por las

elevadas reacciones adversas que producia.

Introduccion

Recordemos algunas definiciones:

Inmunologia: es la ciencia bioldgica que estudia la inmunidad y el resultado de sus expre-
siones. A tal fin analiza: el sistema inmune, la respuesta inmune y la inmunidad.

Inmunobiologia basica: estudia las células, tejidos, 6rganos, moléculas que constituyen el
sistema inmune.

Inmunoprofilaxis: estudia la prevencion de enfermedades, es una rama de la inmunologia
que se ocupa de la investigacion, desarrollo y produccion de elementos (inmundgenos, anti-
cuerpos y/o células especificas) relacionados con la inmunidad adaptativa destinados a la pre-
vencion y/o curaciéon de las enfermedades infecciosas y de los fendmenos resultantes de su
aplicacion.

Inmunoterapia: estudia el tratamiento de las enfermedades.

Sistema inmune: conjunto de 6rganos, tejidos y células distribuidos estratégicamente en el
organismo, interrelacionados por la dinamica celular, como asimismo por mensajeros molecu-
lares, producidos y liberados en la interaccidon con los agentes infecciosos, agresiones exter-
nas o elementos propios que se modifican y se comportan como desconocidos para él . La
interaccion y activacion de éste sistema genera la respuesta inmune.

Inmunidad: como inmunidad se puede definir, al estado de reactividad organica individual
que se expresa luego del reconocimiento de estructuras moleculares no codificadas genética-
mente como propias, y condicionado por la actividad de mediadores innatos y adaptativos.

a.- Inmunidad individual: es el estado de reactividad individual que determina que ese or-
ganismo sea refractario a contraer tal o cual enfermedad luego de haber sido vacunado o sufri-

do la enfermedad clinica. Es propio y exclusivo de cada individuo.



b.- Inmunidad colectiva: es el estado que presenta un rodeo o conjunto de animales pro-
ducto de la sumatoria de las inmunidades individuales, se considera que, con una tasa aproxi-
mada de 66 % de animales inmunes, es muy dificil que se produzca una epizootia en razén
que, los animales sensibles se encuentran rodeados de animales refractarios que impiden o
dificultan la diseminacion de la enfermedad. Esta inmunidad colectiva sélo es valida para en-
fermedades infectocontagiosas.

Vacuna: toda suspension de microorganismos en distinto estado biolégico, metabolitos de-
toxificados, combinaciones de ambos, o bien partes estructurales de éstos, con el agregado o
no de adyuvantes, que inoculados a un vertebrado superior, en las condiciones adecuadas,
protegen de la infeccion, enfermedad, o reduce las consecuencias de éstas, disminuyendo
lesiones especificas o evitando caidas de parametros de produccién, por inducir un estado de
inmunidad activa artificial.

Los resultados de la vacunacion estaran condicionados por factores asociados a la vacuna,
al vacunador y al vacunado:

- Vacuna: uno de los pilares que determinan el éxito o fracaso de la vacunacion. Ademas de
la correcta eleccion de la misma (estado bioldgico, inmunégeno que corresponda a la enferme-
dad a prevenir), debe tenerse en cuenta, la correcta conservacion, la fecha de elabora-
cion/vencimiento y que cumpla con las normas de calidad indispensables.

- Vacunador: persona responsable de la eleccion y aplicacion de la vacuna por la via y do-
sis indicada, normas de higiene y de bioseguridad en la aplicacion, correcto manejo de los fras-
cos multidosis (no dejarlos expuestos a temperaturas elevadas en la manga, rayos del sol,
higiene y asepsia en la extraccion de las dosis, no guardar frascos utilizados).La vacunacion es
un acto profesional y como tal debe ser ejecutada por profesionales veterinarios con capacidad
de resolucion de los diversos problemas o alternativas que pueden producirse durante el acto
vacunatorio, sobre todo reacciones anafilacticas que pueden desencadenarse y deben ser re-
sueltas con la urgencia necesaria.

- Vacunado: individuo destinatario de la vacuna que debe encontrarse en perfecto estado
sanitario y de nutriciéon , previo a la aplicaciéon de la misma, que permita desarrollar una correc-
ta respuesta inmune; el mismo se encuentra inserto en un medio ambiente cargado de poten-
ciales agentes agresores, expuesto a diversas condiciones climaticas, frio , calor, tormentas
que generan, factores estresantes a partir de la estimulacion del eje hipotalamo-hipofisario,
desencadenando la liberacién de hormonas y corticoides que inducen un estado de inmunosu-

presion o de disminucion de la capacidad de respuesta.

Finalidad e importancia de la vacunacion

La finalidad es producir una potente inmunidad contra un determinado patdégeno, que esta-

blezca mecanismos de memoria inmune perdurables.



Objetivos de la vacunacion

Prevenir la infecciodn: significa evitar el ingreso de los agentes agresores al organismo,
de manera inespecifica por la inmunidad innata, superada ésta actua la inmunidad adaptativa,
para ello las vacunas deberian ser vivas o activas, en general con produccién de Ig A local; son
pocas en el pais, la mayoria para aves .Ej: Vacuna contra Bordetella bronchiseptica aplicada
por via de las mucosas

Prevenir la enfermedad: son la mayoria, inducen respuestas de anticuerpos y/o célu-
las con capacidad de destruir agentes infecciosos, y/o neutralizar sus toxinas. Ej: Vacuna anti-
aftosa, Vacuna contra carbunco, etc.

Prevenir la enfermedad del érgano blanco: estas vacunas no impiden la infec-
cion ni la multiplicacion del agente infeccioso, pero impiden la llegada del agente al érgano
blanco, que de suceder, seria mortal. Ej: Vacuna contra Encefalomielitis equina, Vacuna anti-
rrabica aplicada post mordedura (medicina humana).

Reducir sintomas y/o lesiones: son vacunas destinadas a prevenir enfermedades
del aparato respiratorio, bacterianas o virales, donde puede aparecer la enfermedad leve .Ej:
Vacuna contra Pasteurellosis, Vacuna contra influenza equina.

Curar enfermedades: son las autovacunas, se producen con cepas aisladas de o los
animales enfermos y van destinadas a ellos. Ej: Autovacunas contra papilomatosis (aun se

utilizan, con normativas de SENASA).

Clasificacion de vacunas

Se puede clasificar las vacunas en dos grandes grupos:
Vacunas convencionales: son producidas a partir de agentes bioldgicos (bacterias,

virus, parasitos, hongos, toxoides), vivos, atenuados, modificados, inactivados o detoxificados,
purificados, pero que conservan todas las estructuras caracteristicas de los mismos.
Vacunas no convencionales: son las vacunas denominadas de nueva generacion.
Por nuevas tecnologias se ha permitido obtener de los microorganismos tanto las estructuras
responsables de la respuesta inmune proyectiva, como aquellos otros ligados a la patogenici-
dad o infecciosidad. La ingenieria genética ha permitido, por un lado, la expresion de estos
epitopes protectores en organismos no patdgenos o bien elaborarlos por sintesis. También es
posible eliminar aquellos epitopes responsables de la patogenicidad. Se esta en una etapa de

desarrollo de vacunas mas seguras, mas eficaces y contra organismos de dificil cultivo.



Estado biologico del inmunégeno:

Vivas o activas: el inmundgeno conserva la capacidad de multiplicarse o replicarse en el
organismo receptor (fig. 1).

Vivas patogenas: son aquellas vacunas donde el inmundgeno conserva la patogenicidad
original. Han caido en desuso, se fundamentaban en la aplicaciéon o administracion del agente
patdgeno por una via distinta a la de la infeccién natural, se puede citar la vacuna del Ectima
contagioso de los lanares.

Vivas atenuadas: Estos tipos de vacunas se preparan con el agente etiolégico causan-
te de la enfermedad que ha sido modificado mediante el pasaje por animales de laborato-
rio, medios de cultivo, cultivos celulares, embriones aviares, métodos fisico-quimicos (Baci-
llus anthracis cepa Sterne) para seleccionar, posteriormente, una variante de patogenicidad
reducida. Dentro de las vacunas vivas atenuadas practicamente se pueden encuadrar la
mayoria de las vacunas activas a sustrato viral de pequefios animales, donde los virus han
sufrido pasajes a través de cultivos celulares, fundamentalmente, y han disminuido su pa-
togenicidad para el huésped natural.

En grandes animales, se puede citar, la vacuna contra brucelosis bovina cepa 19, con una
patogenicidad natural disminuida. Otro ejemplo, es la vacuna cepa Sterne contra el carbunclo
bacteridiano, a través del cultivo del Bacillus anthracis patégeno en placas de agar suero y en
atmosfera con CO2, logré eliminar la capsula obteniendo una cepa acapsulada y acapasulége-
na utilizada como vacuna.

Vivas modificadas: En este tipo de vacunas el agente etioldgico tiene disminuida su capa-
cidad infecciosa para la especie destinataria de la vacuna por haber sido adaptado a una espe-
cie no habitual, aumentando la patogenicidad para ésta y disminuyendo la misma para la espe-
cie a la cual se va a aplicar. El ejemplo clasico era la vacuna contra peste porcina cepa china
donde el virus original fue adaptado al conejo (de alli el nombre vacuna contra peste porcina
lapinizada, por lapin, en francés conejo) de mas de 500 pasajes, perdiendo la patogenicidad
para el cerdo, pero no su capacidad inmunizante y protectora. En la actualidad en la Republica
Argentina no se utiliza vacuna contra peste porcina.

Estas vacunas a sustrato vivo atenuado o modificado presentan el inconveniente de impedir
la eliminacion del agente causal de la enfermedad, ya que a pesar de que no se produzcan
casos de enfermedad continuamos insertando en el medio ambiente el agente etiolégico aun-
que modificado o atenuado. Esta modificacion génica debe ser estable, no debe revertir y en lo
posible la cepa vacunal, no debe eliminarse por los emuntorios naturales de los animales vacu-
nados, ya que si se produciria el pasaje en forma descontrolada de animal a animal podria

volver a adaptarse a la especie original, con graves consecuencias.
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Figura 1. El inmundégeno conserva la capacidad de multiplicarse o replicarse en el organismo receptor.

Ventajas sustratos activos: 1. No se alteran los inmunoégenos; 2. No requieren adyuvan-
tes; 3.Proteccion prolongada con una sola aplicacion; 4. Muy inmunogénica; 5.El sustrato va-
cunal se multiplica en el receptor y simula la infeccién natural del patégeno; 6. Generan una
rapida respuesta inmune mediada por células y anticuerpos; 7. Segun la via de aplicacion,
pueden estimular respuestas de Ig A secretoria a nivel de las mucosas; 8. La intensidad de la
respuesta inmune engendrada no depende de la masa antigénica inoculada, sino de la capaci-
dad de replicacion o multiplicacion de la misma.

Desventajas de los sustratos activos: 1. Patogenicidad residual; 2. Reversion a la pato-
genicidad; 3. Presencia de virus adventicio; 4. Efectos sobre hembras prefadas; 5. Imposibili-
dad de utilizacion en animales inmunosuprimidos; 6. Contraindicada en animales salvajes; 7.

Mayor exigencia en las condiciones de conservacion.

Muertas o inactivas: el sustrato vacunal sufre un proceso de inactivacion mediante proce-
sos fisicos, quimicos o fisico-quimicos que determina que el inmunégeno pierda su capacidad
infectante, de multiplicarse o sus propiedades téxicas (Fig. 2). Son vacunas seguras ya que
pueden aplicarse a hembras prefiadas y animales inmunosuprimidos ya que no tienen riesgo
de provocar enfermedad o afectar al feto. Se necesitan dosis repetidas para logara una mejor
proteccion (Fig. 3)

El punto critico es la correcta inactivacion, respetando concentracién, tiempo y temperatura.
Una inactivacién excesiva puede ocasionar alteraciones de los epitopes conformacionales pro-
pios del inmundgeno y esenciales para engendrar una correcta respuesta inmune, poniendo en
riesgo el éxito de la vacunacion.

Ventajas de los sustratos inactivos: 1. Son seguras; 2. No enferman; 3. No existe

riesgo de diseminacioén; 4. Libres de patogenicidad residual; 5. Pueden ser aplicadas en
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hembras prefadas; 6. Pueden utilizarse en especies salvajes; 7. Condiciones menos exi-
gentes de conservacion; 8. Pueden laborarse a partir de cepas muy patégenas, con los
inmunogenos esenciales.

Desventajas de los sustratos inactivos: 1. Riesgo de alterar inmundgenos protectores; 2.
Baja inmunogenicidad; 3. Se requieren varias dosis y adyuvantes. 4. Lenta respuesta inmune:

IMAC; 5. Proteccién incompleta 6. Proteccion de corta duracion.

Sustratos inactivos

OA/ Masa antigénica original

S~

Distribucion del antigeno

——

Decrecimiento acelerado

AN

Figura 2. Vacunas inactivadas: masa antigénica y distribucion en el organismo

Magnitud de la
Respuesta

Tiempo

1° dosis inicial 2° dosis

3° dosis

Figura 3. Dosis repetidas para mejorar la proteccion.
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Tipo de sustrato especifico

Bacterianas: el elemento inmunizante proviene de estructuras bacterianas, pudiendo estar
constituido por bacterias enteras, partes de ellas, sus metabolitos detoxificados, su forma de
resistencia o fracciones de las mismas.

Somaticas: el elemento inmunizante es el propio soma o cuerpo bacteriano completo.
Ejemplo: Clostridium chauvoei, Brucella abortus cepa 19.

Metabdlicas o toxovacunas: Vacunas elaboradas a base de los metabolitos producidos
por las bacterias, es decir, sus toxinas. Generalmente son utilizadas las exotoxinas detoxifica-
das por medio de la accién del formaldehido. Se las denomina técnicamente toxovacunas.
Ejemplos clasicos: vacuna antitetanica, antibotulinica, vacuna contra la toxina Epsilon del Clos-
tridium perfringens tipo D. Debemos aclarar que estamos hablando de una vacuna en la cual se
ha extraido el soma bacteriano, de lo contrario la debemos clasificar dentro del item siguiente.

Anavacunas: Este tipo de vacunas comprende aquellas que contienen en su composicion:
el antigeno vacunal propiamente dicho, por ejemplo Clostridium chauvoei, el medio de cultivo
donde ha desarrollado y excretado sus toxinas, todo inactivado por accién del formaldehido. El
ejemplo clasico de este tipo de vacuna es la triple bacteriana de uso en bovinos y lanares con-
tra Mancha, Gangrena y Enterotoxemia. En este caso la toxina Epsilon se encuentra asociada
a la masa bacteriana por eso esta considerada como anavacuna. En realidad, son vacunas que
llevan en su constitucion excesiva cantidad de proteinas no especificas que quizas puedan
interferir con una buena respuesta inmune contra los epitopes especificos responsables de la
patogenicidad de los componentes. Es una estrategia muy interesante purificar estas vacunas
para acotar la carga proteica y aumentar su respuesta especifica.

Esporovacunas: el elemento que se inocula es la forma de resistencia de la bacteria, el es-
poro. El ejemplo clasico es la vacuna contra el carbunco bacteridiano cepa Sterne. Estos espo-
ros de Bacillus anthracis, deberan pasar, en el animal vacunado, a la forma vegetativa, producir
toxina para que el vertebrado superior responda con una produccién de anticuerpos especificos
antitéxicos, que son los verdaderos responsables de la inmunidad en esta patologia.

Viricas: El sustrato inmunizante son virus, completos o fracciones de los mismos. Podemos
encontrar de acuerdo al estado bioldgico del sustrato inmunizante vacunas a: Virus activos:
poseen capacidad de replicacién o multiplicacion; o a Virus inactivos: perdieron la capacidad de
replicacion o multiplicacién por accién de agentes inactivantes.

A su vez se pueden clasificar en:

Vacunas a virus completos: el constituyente de la vacuna son virus integros.

Vacunas de fracciones virales: se seleccionan los epitopes responsables de algun factor
de patogenicidad contra los cuales debe dirigirse la respuesta inmune especifica a fin de pre-
venir la infeccidon o enfermedad. Caben las mismas restricciones que en las vacunas de frac-
ciones bacterianas (pobre inmunogenicidad, deben adicionarse adyuvantes).

Parasitarias: el sustrato vacunal son parasitos generalmente inactivados o atenuados. Al-

gunas de estas vacunas son de dudosa eficacia, fundamentalmente en aquellos parasitos que
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sufren durante su desarrollo numerosos cambios de fase en donde la inmunidad es especifica
para cada una de ellas.
Fungicas: Las vacunas destinadas a la prevencion de enfermedades causadas por agentes

nicéticos son muy poco frecuentes en medicina veterinaria.

Variedad de inmunégenos

Monovalentes. Estan compuestas por un sélo tipo de bacteria o de virus o un solo subtipo.
Ejemplo: vacuna antirrabica, vacuna antibrucélica, vacuna anticarbuncosa.

Polivalentes. Estan compuestas por una bacteria o virus, pero que tiene distintos subtipos o
serotipos. Ejemplo vacuna contra la encefalitis equina: un solo tipo de virus con dos subtipos
Este y Oeste en la Argentina, y en otros paises con el subtipo Venezuela. También correspon-
de aqui clasificar la vacuna antiaftosa.

Mixtas o asociadas. Es la aplicacion de varios inmunégenos en un solo inéculo, ejemplo
vacuna triple contra carbunclo sintomatico (mancha), gangrena, enterotoxemia. Otras combinan
distintas especies de virus y/o bacterias, ejemplo, vacuna contra rinotraqueitis infecciosa bovina
(IBR), diarrea viral bovina (BDV), para influenza (P13), moraxella, haemophilus sonnus. O sola-
mente distintos tipos de virus, vacuna contra distemper canino, parvovirus canino, adenovirus
tipo 11, y, otras mas complejas asociando a los virus mencionados, bacterias como Leptospiras,
Bordetella bronchiseptica, etc. Otro ejemplo: carbunco sintomatico (mancha), gangrena gaseo-
sa, enterotoxemia, con formulaciones comerciales que pueden llegar a diez inmundgenos dis-
tintos(C. chauvoei, septicum, , perfringes A, perfringens, C, perfringens D, sordelli, novyii A,
novyii B, novyii D, tetani).

Este tipo de vacuna debe ser formulada por el laboratorio productor para que la respuesta
inmune a cada agente en particular sea la adecuada para una eficiente proteccion. Una practi-
ca totalmente desaconsejable es la elaboracion “a campo”, es decir por el vacunador en el
mismo acto vacunatorio, de vacunas asociadas mezclando en la misma jeringas vacunas mo-
novalentes, ya que es imposible realizar un perfecto balance de las concentraciones antigéni-
cas y por ende conseguir una respuesta inmune acertada contra todas las valencias.

En uso de las vacunas mixtas o combinados depende del criterio del médico veterinario en
cuanto a la situacién epidemiolégica de las enfermedades y el animal a vacunar.

Previo a la primovacunacion es importante realizarse las siguientes preguntas:

1.- ¢ Es estrictamente necesario la aplicacion de una vacuna compuesta por un gran numero
de inmunogenos?

2.- 4 Es el momento adecuado para la aplicacion de este tipo de vacuna?

3.- ¢, Cual es el objetivo de la aplicacion de este tipo de vacuna?

En ciertos casos podria ser aconsejable el uso de vacunas mono o polivalentes en primova-

cunacion y luego emplear vacunas combinadas. Ejemplo: ;No sera prudente aplicar vacunas
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mas focalizadas en las enfermedades que causan serios problemas, distemper, parvovirus, en
una primera instancia; luego realizar los refuerzos correspondientes y después de que tenemos
una sdlida inmunidad contra esas patologias, aplicar la vacuna combinada que el profesional
crea conveniente?

Las vacunas combinadas o mixtas deben poseer un perfecto balance de sus inmunoége-
nos de manera tal que la capacidad de impacto de cada uno de ellos sobre el sistema in-
mune implique la respuesta de éste en forma acertada y eficiente contra cada componente,
con una respuesta igual o superior, a la que entregaria una vacuna monovalente contra
cada inmundégeno.

Vacunacion simultanea: es la aplicacion en el mismo momento, en el mismo acto vacuna-
torio de dos 0 mas vacunas distintas, administradas en forma separada y en lugares diferentes.
Ejemplo en el mismo acto, aplicar vacuna contra carbunclo bacteridiano y en forma separada
brucelosis o aftosa. Pueden realizarse cuando estudios previos demuestran la correcta res-
puesta inmune para cada uno de los inmunégenos. Este tipo de vacunaciones deberian reali-
zarse luego de que estudios hayan probado que la respuesta inmune contra cada inmunégeno

es igual o superior a la que induciria una vacuna monovalente.

Finalidad

Profilacticas: se aplican con el objeto de prevenir la aparicién de una determinada enfer-
medad. Comprende a la mayoria de las vacunas. Su uso es programado, de acuerdo a planes
de vacunacion establecidos para cada especie y para cada situacion epizootioldgica.

Metafilacticas: se define, en términos generales, la metafilaxis como aquella medicacién
oportunamente aplicada a un grupo de animales con el objeto de minimizar o eliminar la apari-
cion esperada, inminente o ya declarada, de una determinada enfermedad. La aplicacion meta-
filactica de una vacuna comprende la vacunacion de un grupo de animales componentes de un
rodeo en donde se ha detectado la aparicién de un foco de una enfermedad, o bien la aparicién
de la misma en un rodeo contiguo. El ejemplo paradigmatico es la denominada “vacunacion en
anillo”, donde se vacunan animales cercanos a la apariciéon del foco realizando la misma en
forma concéntrica, es decir, comenzando con los animales mas alejados de la zona donde hizo
la aparicion la enfermedad, y acercandose progresivamente y lo mas rapidamente posible, al
foco del brote. Esta metodologia fue muy utilizada ante la aparicién de casos de aftosa. Puede
aplicarse a cualquier patologia, carbunclo, mancha, gangrena, etc.

Terapéuticas: cuando la vacuna se aplica con el objeto de curar una enfermedad. El ejem-

plo mas difundido es la aplicacién de autovacunas.
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Especificidad del inmunégeno

Homologas: el inmundgeno es el mismo, convenientemente acondicionado, que el agente
etiolégico de la enfermedad. Ejemplo: vacunas contra distemper, parvovirosis, carbunclo sinto-
matico, etc.

Heterdlogas: el agente inmunizante es distinto al agente etiolégico de la enfermedad. Su
uso se fundamenta en que el antigeno vacunal comparte determinantes antigénicas o epitopes
con el agente etioldgico, provocando una respuesta inmune “cruzada” con aquél. Algunas va-
cunas heterdlogas presentan ventajas con respecto a las vacunas homdlogas, citando como
ejemplo la vacuna antisarampionosa de uso humano aplicada para prevenir en etapas muy
tempranas de la vida del cachorro el distemper, ya que no es practicamente interferida por los
anticuerpos maternales que el cachorro pudo haber adquirido a través del bajo pasaje placen-

tario en esta especie (5%) y fundamentalmente a través del calostro.

Via de aplicacion

Naturales: la via de aplicacion son las mucosas (oral, nasal o conjuntival) y el estado biol6-
gico debe ser activo o vivo. Al simular la entrada del agente como ocurre en la infeccién natural,
estas vacunas tienen la capacidad de inducir la produccion de IgA secretoria, previniendo la
posterior infeccion del animal. Pueden ser de uso individual o masivo sobre todo en aves (via
nasal por aerosoles o via oral en agua de bebida.

Parenterales: la via de aplicacion es subcutanea, intramuscular o intradérmica. El estado
bioldgico puede ser vivo o muerto, generalmente inducen la produccion de IgM o IgG circulan-

tes y si bien no previenen la infeccion, impiden el desarrollo de la enfermedad.

Importancia o necesidad de aplicacion

Vacunas core o centrales: son las vacunas destinadas a la prevencién de las enfermeda-
des causantes de mayor mortalidad en la especie, en una determinada la edad; también se
consideran vacunas centrales aquellas destinadas a prevenir enfermedades zoondticas o aque-
llas que son obligatorias por disposiciones gubernamentales. Ejemplo de estas vacunas son
rabia, parvovirus, distemper canino, aftosa, etc.

Vacunas periféricas: son todas aquellas vacunas que deben o pueden aplicarse ademas
de las centrales. Es requerida su aplicacion, solamente, en aquellos animales cuya ubicacion
geografica, ambiente local o estilo de vida los pone en riesgo de contraer infecciones especi-
ficas. Ejemplo de estas vacunas son: tos de las perreras, adenitis equina, salmonelosis en

bovinos, etc.
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No recomendadas: son aquellas vacunas que si bien existen en el mercado, no es reco-
mendado su uso por las organizaciones profesionales académico/cientificas, por ejemplo la
WSAVA (World Small Animal Veterinary Association). Este tipo de vacunas no poseen pruebas
cientificas suficientes que justifiquen su utilizacion y generalmente son de una disponibilidad o

aplicacion geografica restringida.

Atributos esenciales de las vacunas

Seguridad
La seguridad es una caracteristica esencial de las vacunas. Garantiza que la misma no pro-

ducira dafio al ser inoculada.

Pureza

La vacuna debe contener exclusivamente el/los inmundgenos para los cuales fue disefiada.
La presencia de agentes extrafios a la formulacién de la vacuna puede originar desde una en-
fermedad hasta interferencia en el desarrollo de la inmunidad. Una vacuna viva que no se en-
cuentre pura puede ocasionar enfermedad por encontrarse un contaminante vivo eventualmen-
te patdgeno. Una vacuna muerta contaminada si bien no conlleva este peligro por encontrarse

inactivada, la contaminacion presente puede interferir con la respuesta inmune.

Potencia

Se entiende por potencia a la capacidad de una vacuna de brindar una respuesta inmune
culi-cuantitativa que permita impedir la infeccion, enfermedad o reducir los sintomas en el caso
que ésta se presente.

Se controla vacunando animales de laboratorio y midiendo la respuesta producida.

Eficacia
Se entiende por eficacia cuando la prueba se realiza, en condiciones experimentales,
pero utilizando animales de la misma especie a la que se destina y evaluando la respuesta

inmune producida.

Eficiencia
Se denomina eficiencia de una vacuna a los resultados obtenidos en las condiciones de uso
normales, es decir a campo, y evaluando el resultado de la misma en funcion del indice de

morbi/mortalidad post aplicacion.
Efectividad

Se define con el nombre de efectividad de una vacuna, desde el punto de vista epizootiolo-

gico, a los resultados o beneficios de salud proporcionados por un programa de vacunacion en
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una determinada poblacion o poblacién objeto, cuando las vacunas son administradas en las
condiciones reales o habituales de la practica profesional o durante el desarrollo de programas
especificos de vacunacion.

Una buena eficacia no siempre implica una buena efectividad. La efectividad depende de di-
versos factores como la aceptacion y accesibilidad de los productores y/o el profesional veteri-
nario a la vacuna (recordemos la resistencia por parte de los productores, décadas atras, a la
aplicacion de la antigua vacuna antiaftosa), las correctas pautas de aplicaciéon de las vacunas,
en lo que se refiere a dosis, via de aplicacion, lugar y técnica de aplicacion, condiciones de
salud del animal, conservacion adecuada de las vacunas y manipulacion correcta de las mis-

mas durante el acto vacunal.

Condiciones que deben cumplimentar las vacunas

Proteccién
Capacidad de inducir una proteccion (Anticuerpos y/o células) que permitan al animal vacu-
nado mantenerse libre de infeccion, enfermedad o reducir los sintomas en el caso de que esta

se desarrolle.

Libre de efectos adversos

Las vacunas no deben ocasionar efectos adversos, salvo una pequefia inflamacién en el lu-
gar de aplicacion, producto, la mayoria de las veces, de la accion del adyuvante que eventual-
mente contengan.

Los efectos adversos se clasifican en:

a. Enfermedades vacunales: se producen como consecuencia de la accion del inmuno-
geno. Puede estar mal inactivado o una deficiencia de la atenuacion.

b. Afecciones vacunales: accién nociva producida por cualquier componente de la vacuna,
excepto el inmundgeno. Una de las causas puede ser el adyuvante utilizado o sustancias toxi-
cas que se incorporaron accidentalmente a la vacuna y que no fueron detectadas en los contro-
les de calidad.

Libre de patogenicidad residual

Las modificaciones genéticas producidas que permiten atenuar la patogenicidad de un
agente infeccioso deben ser estables, permanentes que impidan la reversion hacia la forma
patdgena, sobre todo si son eliminadas del animal vacunado y se replican o multiplican libre-

mente por contacto natural en otros individuos de la misma especie.
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Sin capacidad de propagarse

Las vacunas activas o vivas no deben eliminarse por los emuntorios naturales. Al volcarse al
medio ambiente, contaminan a éste y permiten que individuos de la misma especie contraigan
la enfermedad atenuada. Hasta aqui, una ventaja. La vacuna inmuniza naturalmente a la po-
blacion sin necesidad de intervencion del hombre. El inconveniente radica que el pasaje indis-
criminado puede ocasionar que la cepa atenuada revierta su patogenicidad, y ahora, lejos de
vacunar, enferme. Por ejemplo, la vacuna contra la Peste Porcina Clasica, viva modificada
adaptada a conejo, podria con los pasajes indiscriminados volver a adaptarse al cerdo y ahora

producir enfermedad.

Interferencia

Los virus fundamentalmente, tienen la capacidad de interferirse por dos mecanismos distin-
tos. Uno de ellos es la produccion de interferén que bloquea el ingreso de nuevos virus a célu-
las sanas y la interferencia donde un virus es capaz de desplazar a otro y de esa manera inter-
ferir con las repuesta inmune. Por ello, las vacunas multiples deben estar perfectamente balan-

ceadas para permitir que la inmunidad sea la correcta para cada uno de los componentes.

Estabilidad

Las vacunas deben ser estables durante todo el periodo de validez asignado a la misma. La
estabilidad debe comprender tanto al inmundgeno como al adyuvante si lo posee. Por ejemplo
una vacuna oleosa cuyo adyuvante se separe o0 sea se desestabiliza la emulsién, por mas que

su inmunégeno especifico permanezca integro, no debe utilizarse.

Facil conservacion

Deben ser de facil conservacion, requiriendo normalmente temperaturas de heladera, no
debiendo sufrir procesos de congelamiento, ya que alteran su constitucion, afectando funda-
mentalmente a la estabilidad de los adyuvantes, en el caso de que la vacuna los lleve incorpo-
rado en su formulacién.

Las vacunas muertas o inactivadas y las toxovacunas son muchos mas estables que las va-
cunas a sustrato activo o vivo.

Las vacunas vivas liofilizadas son mas estables que las vacunas sin liofilizar. Pero aqui de-
bemos llamar la atencién, pues cuando son reconstituidas, deben ser utilizadas lo mas rapido
posible, preferentemente dentro de la hora o las 2 horas de haberlas hidratado. Una vez re-

constituidas las vacunas liofilizadas se vuelven muy labiles.
Administracién sencilla y rapida

Si bien no hace a las caracteristicas intrinsecas del inmundgeno, estas cualidades son esen-

ciales para la aplicacion y uso masivo de las mismas, es decir la aceptabilidad del producto.
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Sin embargo, las vias de facil aplicacion mas sencilla como por ejemplo en el agua de bebi-
da, comun en las vacunas para la especie aviar, tienen el inconveniente que la dosificacién no
es exacta porque depende de la cantidad de agua que ingiera cada animal.

Debemos llamar a la reflexion cuando se aplica la vacuna con jeringa automatica multi-
dosis donde la velocidad de aplicacion impuesta por el operador puede determinar que no
se aplique la dosis exacta de vacuna o que esta caiga fuera del animal por defectos de

colocacién de la aguja.

Costo

Las vacunas de uso veterinario deben ser de bajo costo. En animales de produccion por su
masividad y finalidad, la efectividad de la vacuna se mide en funcién de parametros econdémi-
cos (pérdida de kilos, muerte del animal, disminucion de la produccién de leche, disminucion de
la conversion alimento/kilo vivo, produccion de lana). En cambio, en los animales de compania
0 mascotas juega un valor afectivo.

El bajo costo no debe estar acompafiado de una baja calidad.

Riesgo hacia el operador

El uso de las vacunas, idealmente, no deberia representar riesgo para el operador. En
general las vacunas de uso veterinario no lo conllevan. Sin embargo, la vacuna contra la
brucelosis cepa 19 puede, por inoculacién accidental, ser patégena para la especie huma-
na. En caso de accidente, debe consultarse inmediatamente al médico a fin de instaurar el

tratamiento correspondiente.
Pasos generales de elaboracién de vacunas

1. Cepas

Las cepas a utilizar en la elaboracién de vacunas deben estar perfectamente certificadas en
su origen, especificando tipo, numero de pasaje y libres de patégenos asociadas, si correspon-
de. Lo mismo debe acontecer con las lineas celulares donde se multiplicaran los virus.

La cepa original provista por un Laboratorio de referencia debe multiplicarse en el laborato-
rio productor y controlar que las caracteristicas de la misma se correspondan con la cepa origi-
nal. Se debe analizar la pureza, morfologia, tincion, fase, viabilidad, ausencia de microorganis-
mos contaminantes, produccion de toxinas y toda otra prueba que cada cepa especifica requie-
re. Estos cultivos deben ser acondicionados y guardados convenientemente para que no pier-
dan sus propiedades inmunogénicas ni su capacidad de multiplicarse. Este pasaje se rotula
con el nombre especifico de la cepa, consignando el nimero de pasaje que sera uno mas que
el original. Por ejemplo si el original era Bacillus anthracis pasaje 4, nuestro cultivo sera pasaje
5 0 F1 o L1 del pasaje 4. Este primer pasaje se denomina cepa o lote semilla 0 master seed y
se lo debe rotular en forma progresiva cada ampolla, 1, 2, 3, etc. Se debe tratar de producir la

mayor cantidad de ampollas o frascos posibles. Se las conserva en nitrégeno liquido a -196°C,
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en Freezer de -80°C o liofilizados en heladera. No se recomienda el pasaje continuo a través
de repiques.

El segundo paso consiste en abrir una ampolla o frasco de nuestro lote semilla y repetir el
proceso anterior, con la diferencia que nuestro pasaje sera L2 o F2 y se los denominara cepa o
lote trabajo o master work.

Para iniciar la produccién de nuestra vacuna se abrird una cepa trabajo, se la cultivara y
amplificara hasta obtener la cantidad de masa antigénica necesaria. Se le deben realizar todos

los controles especificos que aseguren la calidad de los microorganismos.

2. Sistemas y medios de cultivos

Se debe elegir el medio y sistema de cultivo que aseguren la correcta multiplicacion de la
cepa. Se atendera caracteristicas respiratorias y metabdlicas de los microorganismos, aero-
bios, anaerobios, requerimientos esenciales para su crecimiento, para su esporulaciéon o pro-
duccién de toxinas.

En el caso de vacunas virales se hace necesario de encontrar la linea celular adecuada que
permita su correcta multiplicacion.

Los sistemas de cultivos deben ser aquellos que permitan la optimizacion del crecimiento
garantizando sus propiedades inmunogénicas, tratando de conseguir la maxima concentracion
antigénica y que resulte lo mas econdémico posible, ya que una caracteristica importante es que
las vacunas sean baratas para permitir su utilizacién masiva.

Podemos dividirlos los sistemas y medios de cultivo en:

Medios de cultivos: son soluciones de nutrientes adicionados de agar (solidos) o liquidos.

Sistemas de cultivo

Estaticos: colocados en recipientes que permanecen asentados sobre una superficie fija.

Agitados: son medios liquidos que se colocan sobre plataformas oscilantes o con movi-
mientos rotatorios denominados agitadores o shaker. Esta agitacion origina una mayor oxige-
nacién del medio y como consecuencia de ello un mayor desarrollo y concentracién del ele-
mento sembrado. Se utilizan en microorganismos aerobicos.

Aireados: se colocan dispositivos en los medios liquidos que permitan insuflar aire filtrado
estéril para aumentar la oxigenacién del mismo.

Aireados y agitados: son los clasicos fermentadores donde se combinan la aireacién
con un sistema de agitacidon que permitan una mejor distribucion y disolucion del gas (aire)
en el liquido.

Roller: son sistemas de cultivo de virus donde las células en vez de ser cultivadas en forma
estatica donde forman una monocapa bajo la superficie cubierta por el medio de cultivo, se
colocan en botellas redondas que son ubicadas en aparatos denominadas rolleras donde las
botellas, redondas a diferencias de las cultivo para monocapas que son rectangulares, giran
permanentemente sobre su eje y permiten que el medio de cultivo bafe toda la superficie inter-

na de las mismas y las células se fijen y multipliquen en toda la superficie de la botella en lugar
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de solamente en la parte inferior del sistema estatico, y determinan una concentracion viral
mucho mas importante.

Lineas celulares: son lineas de células de origen generalmente de tumores que tienen
la capacidad de multiplicarse practicamente en forma indefinida. En estas lineas celulares
se elaboran la mayoria de las vacunas de uso corriente. Por ejemplo, rabia, parvovirosis,
distemper, aftosa.

Microcarrier: se utilizan en vacunas viricas donde se colocan pequefias esferas de material
inerte que permite que sobre el mismo se fijen células y asi aumentar la cantidad de las mis-
mas y asi obtener mayor masa viral.

Animales vivos: vacuna Fuenzalida Palacios contra la rabia que se multiplica en cerebro
de ratdn lactante. Otro ejemplo vacuna contra la Peste Porcina clasica lapinizada donde el virus
se multiplica en conejos.

Huevos embrionados de aves: se inocula el virus y se multiplica. Ejemplo vacuna con-
tra influenza.

Cultivos primarios de células: se extraen generalmente de huevos embrionados y se mul-
tiplican in vitro. Tienen el inconveniente de que no perduran durante muchos pasajes. Por
ejemplo elaboracion de vacuna contra encefalitis equina en fibroblastos aislados de embrion de
pollo. Un parrafo especial merece el recordatorio del antiguo método de elaboraciéon de vacuna
antiaftosa donde el virus se multiplicaba en epitelio lingual bovino que se mantenia en supervi-

vencia y se infectaba luego con el virus.

3. Controles de calidad y estandarizacion del sustrato especifico

Los procesos de obtencién del sustrato antigénico requiere la utilizacion del medio y sistema
de cultivo adecuado como asimismo la incubaciéon a la temperatura apropiada y durante el
tiempo necesario.

Una vez obtenida la masa antigénica se hace necesario el control de la misma.

Pureza: debemos en primer lugar certificar que el producto que ha desarrollado correspon-
de solamente al elemento que intentamos reproducir.

Identidad: debemos establecer fehacientemente por diversas pruebas que efectivamente el
producto obtenido corresponde por sus caracteristicas a la cepa original.

Fase: en ciertas vacunas como brucelosis, carbunco bacteridiano es importante que se en-
cuentre el microorganismo en la fase adecuada, lisa para Brucella abortus cepa 19 y rugosa
para Bacillus anthracis cepa Sterne.

Produccion de toxinas: en el caso de las toxovacunas es necesario valorar la cantidad de

toxina producida a partir de la cual, post inactivacion, se elaborara la vacuna.

4. Recoleccion/ obtencion del inmunégeno especifico:

El inmunoégeno obtenido en el proceso de cultivo debe ser obtenido lo mas puro posible para
destinarlo la elaboracién de la vacuna. Si se ha utilizado un medio de cultivo sélido se debe

arrastrar la patina bacteriana por lavados sucesivos con pequefias cantidades de solucion sali-
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na bufferada. Si el microorganismo se desarrollé en un medio liquido, segun la vacuna a elabo-
rar puede ser recolectada incluyendo el medio de cultivo o bien separando los gérmenes por
decantacion mediante agregados de agentes aglutinantes (carboximetilcelulosa) o por centrifu-
gacion. En el caso de las anavacunas se procede a inactivar el cultivo, mas el medio de pro-
ducciéon mas las eventuales toxinas que en él se han liberado.

Para el caso de toxovacunas (tétanos, botulismo, enterotoxemia) deben eliminarse los so-

mas bacterianos y proceder a inactivar las toxinas.

5. Determinacion de la concentracion del microrganismo o agente vacunal

Una vez finalizada la etapa de multiplicacién del inmunégeno se debe cuantificar la cantidad
obtenida del mismo. Para ello se utilizan distintas técnicas segun el elemento a medir. Para
bacterias vivas o esporos se utiliza el conteo viable; para bacterias muertas por nefelometria;
para virus se determina la concentracion viral por determinacion del titulo infectante; la cantidad
de toxina producida se puede establecer por inoculacion a animales o métodos inmunoserolo-
gicos. También pueden utilizarse en otros tipos de vacunas métodos que cuantifiquen la canti-

dad de proteina producida.

6. Inactivaciéon

La inactivacién es un proceso que solo se utiliza para las vacunas muertas o inactivas. Ob-
viamente este paso no se realiza en las vacunas vivas o activas. Una vez que se ha determina-
do la calidad y concentracién del agente vacunal, en caso de las vacunas muertas, deben so-
meterse al proceso de inactivacion.

Métodos fisicos: por calor: ej. 60°C en agitacion continta. Por luz ultravioleta: ej. Vacuna anti-
rrabica CRL. La luz ultravioleta produce una doble ligadura a nivel del acido nucleico del virus.

Métodos quimicos: se utilizan sustancias quimicas como por ej. beta propio lactona, aziri-
dinas, formol. En la practica son métodos combinados fisico-quimicos donde se coloca la vacu-
na a una determinada temperatura y durante un tiempo establecido. En muchos casos, al ter-
minar el periodo de incubacion, es necesario neutralizar el agente quimico inactivante para que
no siga agrediendo y pueda modificar al agente vacunal.

La inactivacién es un paso critico en la elaboracién de las vacunas muertas. Una falla en es-
te paso accidentes vacunales ya que el agente etioldgico se encuentra activo e infectante. De
no detectarse esta falla en los controles de calidad, la vacuna lejos de proteger, produciria la
enfermedad. Un exceso en el proceso de inactivacion puede ocasionar desnaturalizaciéon del
inmundégeno y una pobre o nula respuesta inmune especifica.

Para asegurar la calidad de la vacuna y que los procesos fueron realizados correctamente

se deben realizar los controles de calidad previa a la formulacion.
7. Controles de calidad en el proceso de elaboracion

La calidad de un producto final solo se asegura con la validacion y control de los productos

intermedios. Es el Unico mecanismo que permite obtener un producto final de 6ptima calidad.
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Todo proceso que se desvie de su estandar o que no cumpla con los mismos debe ser automa-
ticamente rechazado, aun existiendo posibilidades de corregir sus defectos en pasos ulteriores

Control de esterilidad: se realiza en vacunas inactivadas o muertas. Se siembra el material
en medios de cultivos que permitan el desarrollo de bacterias aerobias, anaerobias y hongos,
saprofitas o patdégenas y por lo tanto se deben cultivar a 37°C y 22°C durante un periodo de 14
dias. Los medios utilizados mas comunes son el Caldo Tripteina Soya, Caldo Tioglicolato, Cal-
do Tarozzi enriquecido, Caldo Saboureau y placas de Agar Tripteina Soya. En caso de vacu-
nas virales pueden sembrarse medios para deteccion de Micoplasmas. No se debe producir
desarrollo de gérmenes.

Control de pureza: se realiza en vacunas vivas. Es igual al control de esterilidad con la sal-
vedad que sélo debe desarrollar el microorganismo con el cual vamos a elaborar la vacuna.

Control de inocuidad: el control de esterilidad asegura que no hay microorganismos vi-
vos, pero no certifica la inactivacion de toxinas o la presencia de otro tipo de sustancias
toxicas. Para ello es necesario proceder a la inoculacién de animales de laboratorio como
ratones y/o cobayos. Se inoculan por via subcutanea y se los observa por 14 dias. Al cabo
del periodo de incubacidon no deben aparecer alteraciones a nivel del sitio de la inoculacién,
ni generales ni obviamente producir la muerte del animal. En algunas vacunas en funcion
de la bioética los animales son reemplazados por cultivos celulares que permitan certificar
la ausencia de ciertas toxinas.

Control de seguridad general o toxicidad inespecifica: Se realiza de la misma manera
que el control de inocuidad pero los animales se inoculan por via intraperitoneal.

Control de inocuidad en vacunas viricas inactivadas: ademas del control anteriormente
descripto, se neutraliza el agente inactivante y el material resultante de la cosecha viral se ino-
cula a un cultivo celular apto para la multiplicacion del virus en estudio. Se realizan tres pasajes
ciegos como minimo luego de un periodo de incubacion de 72 hs en cada pasaje, no debiéndo-

se registrar alteraciones en el crecimiento celular.

8. Estandarizacion

Método por el cual se determina la concentracion del inmundégeno en la vacuna madre,
producto del cultivo concentrado, purificado activo o inactivo. Es necesario para poder
realizar la formulacién y que la vacuna terminada contenga la cantidad adecuada de in-
munégeno para producir inmunidad. Por ej. 10.000.000 de esporas carbuncosas por milili-
tro de vacuna. A continuacion se describen diferentes métodos para distintos estados del
sustrato vacunal.

Conteo viable: es el método utilizado para la estandarizacién de vacunas bacterianas
vivas. El protocolo y la formula utilizados nos da a conocer la cantidad de bacterias por
mililitro que obtuvimos de la produccién del inmundgeno vacunal. Se realizan diluciones
seriadas y la dilucién adecuada se siembra en placas para contabilizar las colonias que
desarrollan. Cada colonia se origina a partir de un microorganismo, de manera que multipli-

cando el numero de colonias por la inversa de la dilucién y por el factor de correccién para

24



llevar el volumen a 1 ml obtenemos el numero de gérmenes viable por mililitro de vacuna.
La férmula utilizada es la siguiente:

N° de colonias x Inversa de la dilucion x factor de correccién= numero de esporas por ml.

Titulo viral: este es el método utilizado para vacunas a virus activo. Se realizan diluciones y
se inoculan a placas conteniendo la linea celular a la cual esta adaptada. El titulo viral es la
inversa de la ultima dilucién donde se registra actividad viral (por ejemplo efecto citopatico,
muerte celular).

Método nefelométrico u opacimétrico: se utiliza solamente en vacunas a bacterias muer-
tas y se basa en la opacidad que presenta esa suspension bacteriana. A mayor opacidad ma-
yor concentracion.

Escala de Mc Farland: escala patron de precipitado de cloruro de bario. Colocando
cantidades variables preestablecidas de acido sulfurico y cloruro de bario en 10 tubos de
vidrio se elabora una escala que va del tubo N° 1que representa la opacidad de 300 millo-
nes de gérmenes/ml al tubo N° 10, ultimo de la escala, correspondiente a 3.000 millones de
gérmenes/ml.

Para realizar la estandarizacion se toma un tubo similar (en grosor de vidrio y diametro) al
utilizado para confeccionar la escala y se compara la opacidad de la vacuna con el tubo a cuya
concentracion la queremos llevar. Se va agregando solucion fisioldégica hasta igualar opacida-
des y se determina cantidad de inmundégeno y diluyente necesario para la concentraciéon bus-
cada. Solo debe ser utilizada para vacunas muertas. No es apta para vacunas vivas porque se
comenten errores importantes al contar como vivas, bacterias que estan muertas.

Nefeldmetros: antiguamente llamados a los turbidimetros y espectrofotometos utilizados
para determinar la concentracion de bacterias muertas con una mayor exactitud comparada a
la anterior donde la lectura se realiza a ojo desnudo.

Floculacién: prueba de precipitacion utilizada para estandarizar toxovacunas. La cantidad
de inmundgeno de estas vacunas se cuantifica en Lf (limite de floculacién) determinado por la

reaccion de floculacion.

9. Formulaciéon

Una vez que la/las valencias o inmundgenos han aprobado los controles de calidad y se ha
determinado su concentracion en la solucion madre, se formula la vacuna. La formulacion con-
siste en adecuar la concentracién del inmundgeno a la cantidad establecida para asegurar una
concentracion capaz de inducir una respuesta inmune adecuada, ya sea por normas especifi-
cas de produccion de esa vacuna, o0 por pruebas realizadas que aseguren que esa concentra-
cion provoca una respuesta inmune adecuada, o la establecida por bibliografia especifica sobre
el tema y publicada por organismos reconocidos, segun sea el caso.

La formulacién implica una serie de calculos para lograr un producto final con la concen-
tracion adecuada de inmundégenos, adyuvantes, conservantes (fenol, thimerosal) y diferen-

tes excipientes.
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10. Envasado
Consiste en dispensar la vacuna en los envases finales en los que se va a distribuir. Debe
producirse el envasado en areas estériles con todo los cuidados necesarios para asegurar que

la misma no se contamine con agentes extrafios.

11. Rotulado

El rotulado de las vacunas esta normado por la Autoridad Sanitaria de cada pais. Es muy
importante que el profesional veterinario sepa “leer” (interpretar) acertadamente el rétulo. Esta
lectura permitira al profesional elegir adecuadamente la vacuna a aplicar segun las necesida-
des del caso, de la situacion epidemiolégica y de las condiciones del organismo receptor. Debe
contener toda la informacién necesaria desde la formula, adyuvantes, dosis, refuerzos, via de
aplicacion, fecha de elaboracion, fecha de vencimiento, temperatura maxima y minima de con-
servacion, precauciones y reacciones adversas que la misma puede producir y tratamiento a
aplicar en estos casos. Si eventualmente puede presentar riesgos para la salud humana, los

teléfonos de los centros toxicolégicos a donde se puede recurrir.

12. Controles de calidad a realizar a la vacuna terminada
Una vez finalizada la elaboracion de la vacuna se deben realizar los controles de calidad fi-
nales. Para realizar estos controles se debe aplicar una férmula de muestreo que indicara la

cantidad representativa de frascos de vacuna del lote que se deberan testear.

13. Esterilidad o pureza

Se realiza de la misma forma ya descripta en los controles previos a la formulacion.

Inocuidad: se realiza de la misma forma ya descripta en los controles previos a la formulacion.

Seguridad: se realiza de la misma forma ya descripta en los controles previos a la formulacion.

Potencia: las pruebas de potencia o actividad de una vacuna se realizan a fin de determinar
si es capaz de brindar proteccion contra la enfermedad para que fuera disefiada. Se realiza en
animales de laboratorio o animales de la especie destino, segun protocolo de la vacuna. Si bien
la prueba pueda dar una idea primigenia de la actividad de la vacuna, la especie, la via de ino-
culacién y la via de desafio muchas veces no coinciden con la realidad de la aplicacion de la
vacuna y la patogenia de la enfermedad.

Existen diversas maneras de realizarlas.

Pruebas directas: se vacunan los animales y se los desafia con el agente etiolégico contra
el cual debe proteger la vacuna.

Pruebas indirectas: se vacunan los animales y se toman muestras de suero a efectos de
valorar anticuerpos vacunales.

El suero de los animales vacunados se enfrenta in vitro con al agente etioldgico, se incuba y
luego se inocula a un animal de laboratorio sensible. Se determina ausencia o manifestacion de

enfermedad. Esta prueba se denomina seroneutralizacion.
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En el caso de vacunas virales, se pude realizar pruebas de seroneutralizacion, ELISA, inhi-

bicion de hemaglutinaciéon, inmunofluorescencia.

14. Controles de calidad externos al laboratorio

Es necesario que la vacuna elaborada, previo su liberacién al mercado, sea evaluada
por laboratorios externos para confirmar su calidad. En la Republica Argentina, este rol lo
cumple el SENASA.

El primer responsable de realizar las pruebas de efectividad de las vacunas es el laboratorio
productor. Si analizamos la cantidad y tipo de pruebas de actividad realizadas a las vacunas
observamos una piramide donde en la base, la mayoria de las pruebas se realiza en animales
de laboratorio y luego en forma decreciente encontramos ensayos en bovinos a campo en for-
ma experimental y luego el andlisis de la eficacia y eficiencia de las vacunas en los rodeos y en
programas de control y erradicacion respectivamente.

Una vez analizada la vacuna en el laboratorio productor es importante que un tercero ajeno
al mismo, realice los ensayos de calidad, en nuestro caso los realiza SENASA, y por ultimo y

segun el casi se realizan controles por organismos Internacionales.

<  EFICACIAY EFICIENCIA

ENSAYOS A CAMPO

BOVINOS <+ EFICACIA

ENSAYOS EN EL LABORATORIO <— POTENCIA
COBAYOS

Representacion grafica de la distribucion de los controles a lo largo del proceso de produccion de una vacuna.

Cuando se solicita informacion a un laboratorio productor sobre los controles de calidad a
que somete sus vacunas es importante analizar una serie de parametros: 1- especie utilizada
en los controles. Debe ser la misma a la que se destina la vacuna; 2- tipo de control. Si es un
ensayo a campo a nivel experimental seguramente los animales estarian debidamente despa-
rasitados, alimentados, protegidos de la intemperie, situaciones estas que generalmente no se
condice con la de los rodeos donde se aplicara la vacuna. 3-situacién geografica. 4- estrategia
de eleccion de los animales: grupo etario, seleccionados al azar o se eligieron los mejores ali-
mentados, mas fuertes; 5. grupo testigo: es importante que la prueba incluya testigos donde
podemos observar la diferencia de comportamiento de los vacunados con los testigos; 6- prue-
ba utilizada para evaluar la respuesta vacunal; 7-Condiciones de bioseguridad: cuando las
pruebas involucran el desafio de los animales con el agente etiolégico patdégeno; 8- método
indirecto utilizado para dosaje de anticuerpos: no todas las pruebas serodiagnésticas pueden
ser interpretadas de la misma manera.
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Es importante verificar que la prueba se realiz6 bajo el sistema de doble ciego, es decir que
el operador que aplico la vacuna o el placebo y el que realiza la descarga o verificacion de for-
macioén de anticuerpos no conozca con cual grupo esta trabajando. Y por ultimo que los resul-

tados sean sometidos a estudios estadisticos.

15. Liberacion al mercado
Una vez aprobada la vacuna se libera al mercado siendo necesario que el laboratorio elabo-
rador/distribuidor tenga un sistema de trazabilidad que permita el seguimiento de la eficiencia

de la misma o bien ante la aparicién de insucesos.

Respuesta inmune a las vacunas

La respuesta inmune a vacunas depende fundamentalmente del estado biolégico de las
mismas. Independientemente del estado del sustrato, todos los immundgenos vacunales (acti-
vos o inactivos/ vivos o muertos) son detectados a través de sus PAMPs (por su sigla en inglés
de patrones moleculares asociados a patégenos) a través de los receptores de reconocimiento
de patrones (PRR por su sigla en inglés) presentes en las células que intervienen en la etapa
de reconocimiento de la inmunidad innata, células presentadoras y procesadoras de antigeno,
asi como epiteliales, endoteliales, células cebadas entre otras que se encuentren en el punto
de inoculacién de la vacuna. Se activan las diferentes vias de sefializacion asociados a PRR
desencadenando una respuesta inmune innata que activara y modulara la respuesta inmune
adaptativa con el objetivo de dejar memoria protectora. Las vacunas vivas o activas modifica-
das o atenuadas replican en el animal vacunado estimulando una respuesta inmune adaptativa
completa, tanto celular (Linfocitos T CD8 citotoxicos como linfocitos T CD4 colaboradores) co-
mo humoral (activacion de los linfocitos B, diferenciacion a células plasmaticas y sintesis de
anticuerpos especificos, procesos modulados por ciertas subpoblaciones de los linfocitos T
CD4 colaboradores) con la consiguiente diferenciacion a células de memoria de aquellas célu-
las de la inmunidad adaptativa activadas. Una vacuna inactivada o muerta da solamente una
respuesta de tipo humoral y deja memoria. La via de administracion de la vacuna también con-
diciona el tipo de respuesta inmune. Las vacunas aplicadas por via parenteral inducen una
respuesta celular, linfocitos colaboradores y respuesta humoral representada por anticuerpos
circulantes con funcién opsonizantes, neutralizantes y activadores del sistema del complemento
y células de la inmunidad que presentesn receptores Fc para cada isotipo. La secuencia de
aparicion e isotipos se grafican en la figura 4. Las vacunas de aplicacion local, como las de via
oral o intranasal, inducen la sintesis de IgA secretoria con funciéon neutralizante evitando la

adhesion de los patégenos a las células epiteliales en la puerta de entrada (Fig. 5).
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Cuando se vacuna una poblacién no todos los individuos reaccionan de la misma manera.
Cuando se realiza una evaluacion y se la traslada a un grafico de coordenadas, se observa que
entre alrededor de un 5-8% de los animales reacciona de una manera muy pobre. Un porcenta-
je similar de los individuos reacciona a la misma vacuna produciendo alto titulo de anticuerpos.
El resto de la poblacion, entre un 80-85%, lo hace de una manera adecuada. Por otra parte
cada vacuna tiene un coeficiente de conversion diferente rondando en promedio, las buenas
vacunas, en un 80%. De manera que para poder lograr una buena inmunidad poblacional, es

necesario vacunar el mayor numero de individuos posibles (Fig. 6).

29



d

8-10 D1AS

5-8% 80-85% 5-8%
BAJO RESPUESTA ALTO
TITULO NORMAL TITULO

Figura 6: Curva de proteccion en animales vacunados.

Accidentes vacunales

Son resultados indeseables pero posibles después de una vacunacion. Son consecutivos al
acto de la vacunacion y se traducen en efectos locales, o generales de aparicion inmediata o
tardia. Se clasifican en:

Afecciones

Son las producidas por el inmundgeno vacunal. Las causas pueden ser la reversion del po-
der patégeno en una vacuna atenuada, fallas en la inactivacion de una vacuna muerta, trans-
misién de un virus adventicio, etc.

Fallas

La vacuna no protege contra el agente, las causas son inherentes a la vacuna (mala calidad
por falta de controles, insuficiente inmundgeno, atenuacién excesiva, emulsiones inestables), al
vacunador (no ser profesional veterinario idéneo, no vacunar a la totalidad de la poblacién, no
respetar edad de vacunacion o los intervalos previstos entre dosis, no vacunar hembras pre-
servicio contra enfermedades que afectan al recién nacido, Fallas en la conservacién y alma-
cenamiento de las vacunas. etc) y al vacunado (actividad insuficiente del sistema inmune del
animal vacunado debida a parasitosis, mala alimentacion animales, enfermedades recurrentes,
anticuerpos maternales).

Lesiones

Son las que resultan del acto vacunal relacionadas con los excipientes y adjuvantes de la
vacuna. Estas sustancias pueden desencadenar reacciones locales en el lugar de la aplicacion,
reacciones de hipersensibilidad tipo I, II, lll y IV; trastornos de la gestacion y alteraciones de la

produccién en la explotacion lechera.

Duracioén de la inmunidad

30



En términos inmunoldgicos, la duracion de la inmunidad, es el periodo en el que los efecto-
res y/o la memoria inmunoldgica persisten con capacidad para prevenir la infeccion o la enfer-

medad cuando el animal es expuesto al agente etiolégico en condiciones naturales.

Pruebas para predecir el estado inmune

Pueden utilizarse diferentes test que permitan evaluar la presencia de células sensibilizadas
especificas, o bien dosaje de anticuerpos circulantes.

La inmunidad secretoria, Ig. A secretoria, presente en las mucosas es mucho mas dificil de
determinar.

La ausencia o presencia de anticuerpos circulantes no asegura que el animal se encuentre
susceptible a la infeccién. No en todas las enfermedades la presencia de anticuerpos se corre-
laciona con la proteccién. En ciertos casos como en parvovirus canino y en rabia se han puesto
a punto pruebas que correlacionan el titulo del suero con la proteccion.

La ausencia de anticuerpos o células especificas efectoras presupone necesario la revacu-

nacion del mismo.

Rutas de aplicacién

Debe utilizarse la indicada por el laboratorio productor. La aplicacion por una via distinta

puede provocar enfermedades o anular la vacunacién (por ejemplo vacunas termosensibles).
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CAPITULO 2
Vacunas de Nueva Generacion en Veterinaria
Eduardo Mortola

Introduccion

Las vacunas que se vienen utilizando tradicionalmente en medicina veterinaria se basan en
el empleo del agente patdégeno completo atenuado o inactivado, o en algunos casos parte del
microrganismo o sus productos, pero no incluyen microorganismos a los que se han introducido
modificaciones genéticas disefiadas en el laboratorio.

Desde la época de Jenner, pasando por Louis Pasteur, quien inicio sus trabajos sobre va-
cunas, sin conocer nada de la inmunologia - de hecho los anticuerpos fueron descubiertos
recién treinta afios después - y hasta un par de décadas atras, el enfoque para el desarrollo
de vacunas fue casi estrictamente microbiolégico. Los microbidlogos identifican primeramen-
te al agente que causa la enfermedad infecciosa y lo atendan para que cuando se administre
como vacuna genere una inmunidad protectora en el individuo sin causarle enfermedad. In-
teresantemente, este enfoque, que se utilizé durante mas de 100 afios, no ahonda en los
principios por los que estos microorganismos atenuados provocan -una inmunidad protecto-
ra- en el hospedador receptor de la vacuna. Los posteriores estudios en vacunologia, centra-
ron la atencién no sélo en el microorganismo en cuestién, sino en la identificacion de los an-
tigenos protectores, los adyuvantes necesarios para provocar inmunidad protectora y los
tipos de células B, células T y otras respuestas inmunoldgicas necesarias para proporcionar
una proteccion eficiente. De este modo, la biologia de la vacuna sufrié un giro desde un en-
foque mas o menos empirico hacia uno altamente inmunoldégico, en el que dia a dia se trata
de delinear una serie de vias fascinantes.

En las ultimas décadas los avances en el conocimiento de la respuesta inmune y las nue-
vas tecnologia de ingenieria molecular y ADN recombinate conjuntamente con el conocimien-
to méas profundo del agente patégeno, llegando a la propia estructura molecular permitieron
identificar en un gran numero de agentes infecciosos, las proteinas de interés inmunoldgico y
producirlas en diferentes sistemas; o bien, eliminar aquellas proteinas que no representan
interés inmunolodgico y/o puedan estar relacionadas con la virulencia. De esta manera, se
desarrollaron vacunas de nueva generacion como alternativa de mejorar las tradicionales, o
para aquellas enfermedades para las cuales no existian vacunas Estas vacunas no estan

elaboradas con el agente infeccioso completo y permiten, entre otras ventajas, la diferencia-
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cion seroldgica de los animales vacunados frente a los infectados mediante simples técnicas
inmunologicas de laboratorio.

La estrategia para la obtencion de estas vacunas de nuevas generacion, se basa en la iden-
tificacion de la proteina o proteinas de un agente infeccioso, capaces de inducir una respuesta
inmune protectiva, de forma semejante a la que induciria el agente infeccioso completo; o bien,
en la identificacion de aquellas proteinas que no tienen interés inmunolégico ni replicativo o que
pudieran estar relacionadas con la virulencia y no necesarias para la vacuna. De esta manera y
mediante técnicas de ingenieria genética, se pueden seleccionar los genes correspondientes,
clonarlos y expresarlos en diferentes sistemas o eliminarlos mediante una delecion selectiva.
Otra variante de este sistema seria, una vez identificada la proteina de interés inmunolégico, la
obtencién de la proteina o proteinas por sintesis proteica.

Otra caracteristica importante en la estrategia de obtencion de estas nuevas vacunas, es la
posibilidad de incorporar, ademas de las proteinas de interés inmunolégico, secuencias de
otros antigenos que puedan aumentar la estimulacion de la respuesta inmune.

En base a las diferentes metodologias utilizadas (recombinacion, delecion génica, etc.) o al
tipo de producto obtenido (proteinas inactivas, vacunas atenuadas-delecionadas, recombinan-
tes vivas) se pueden clasificar las vacunas de nueva generacion, en replicativas y no replicati-
vas. Las replicativas incluyen vacunas vivas delecionadas y a recombinantes vivos; las no re-
plicativas, vacunas a subunidades, vacunas a proteinas sintéticas, vacunas anti-idotipo y vacu-

nas a ADN. Existen actualmente a nivel experimental vacunas comestibles.

Vacunas marcadas o vacunas DIVA

El uso del término DIVA (por su sigla en inglés de “Differentiating Infected from Vaccinated
Animals™) -diferenciando animales infectados de vacunados-, esta ampliamente aceptado en la
actualidad, no solo en veterinaria sino también se aplica al campo de la salud publica.

Las vacunas DIVA surgen por la necesidad de establecer medidas de control sanitario
animal para erradicar enfermedades, evitando la eliminacién de animales no infectados, asi
como para controlar la posible entrada de enfermedades en paises donde las mismas es-
tan erradicadas.

En las vacunas tradicionales, la respuesta inmune conferida (principalmente de anticuerpos)
es en la mayoria de los casos indistinguible entre animales vacunados y animales infectados.
Esta situacion dificulta el control y erradicacion de las enfermedades en produccion animal,
ademas de dificultar el movimiento y exportacion de animales y sus productos entre paises.

Las vacunas DIVA son capaces de inducir una respuesta inmune protectora eficaz, son mas
seguras que las vacunas clasicas y permitir la discriminar serologicamente entre los animales
vacunados y aquellos infectados.

El caracter marcador viene dado por el hecho de que estas vacunas tienen como minimo,

una proteina antigénica o epitopo menos que el agente infeccioso en cuestién. De esta forma
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la vacuna induce una respuesta inmune solo frente a los antigenos o epitopes que contiene.
Por el contrario, los animales que no estan vacunados, pero si infectados por el agente, induci-
ran una respuesta inmune frente a todos los epitopes del agente infeccioso. Asi pues, resulta
esencial que una vacuna DIVA o marcadora se utilice en conjunciéon con una prueba de diag-
nostico diferencial.

Dentro de las estrategias utilizadas para crear una vacuna DIVA se encuentran principal-
mente las vacunas delecionadas, vacunas a subunidades, vacunas ADN, las vacunas basadas
en vectores virales que no replican de forma eficiente (defectivas en replicacion), las vacunas

peptidicas, etc.

Vacunas vivas delecionadas o deleteadas

El avance tecnoldgico y la ingenieria molecular permitieron el desarrollo de vacunas dele-
teadas, mediante la identificacion en el genoma de ciertos genes que codifican para protei-
nas relacionadas con la patogenicidad del agente. De esta manera, se crearon en el laborato-
rio virus y bacterias con modificaciones genéticas donde los genes relacionados con la pato-
genicidad se encuentran delecionados (eliminados) para conseguir cepas atenuadas de ma-
nera estable y segura. Sin embargo, conservan su poder inmunogénico intacto, o sea, su
capacidad de generar una respuesta inmune protectiva, Las mismas técnicas se utilizan para
virus y bacterias, pero en el caso de las bacterias es mas complicado debido al gran tamafo
y complejidad de su genoma. La primera vacuna creada de este tipo es la de la pseudorrabia
o enfermedad de Aujeszky que afecta el ganado porcino con severas consecuencias. La se-
gunda enfermedad controlada mediante esta estrategia es la de la rinotraqueitis infecciosa
bovina. Ambas enfermedades son ocasionadas por virus muy parecidos del género Herpesvi-
rus. Dentro de los grandes retos que existen actualmente en el desarrollo de este tipo de
vacunas es la de la fiebre aftosa.

En la vacuna delecionada contra la enfermedad de Aujeszky o -vacuna gE negativa- se eli-
minaron los genes que codifican para las glicoproteinas gE relacionada con la patogenicidad de
la enfermedad. Las vacunas producidas con estas cepas inducen buena proteccion en los
animales, pero no inducen anticuerpos frente a la proteina gE, por lo que los animales vacuna-
dos con ellas pueden ser diferenciados de los animales infectados, ya que el virus que produce
la enfermedad si presenta la proteina gE.

Los cerdos vacunados con una vacuna deleteada gE negativa desarrollaran anticuerpos
frente a todas las proteinas de virus menos contra la gE, mientras que en los animales infecta-
dos se detectaran anticuerpos contra todas las proteinas del virus incluyendo la gE. Estos
anticuerpos -anti-gE- son diferenciados por una técnica de ELISA indirecto. Asi pues, se utiliza-
ran dos pruebas de ELISA indirecto. Uno de ellas detecta anticuerpos solo frente a la proteina
gE (que sera negativo en aquellos animales vacunados), y el otro detecta anticuerpos contra el

virus completo (cerdos infectados los que seran positivos también a gE).
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Vacunas vivas recombinantes

Las vacunas recombinantes vivas estan basadas en la utilizacién de un microorganismo (vi-
rus o bacteria) que actuaria como vector y que por técnicas de ingenieria genética se le adicio-
nd uno o varias genes que codifican proteinas responsables de inducir una respuesta inmune
de proteccién en el animal destino de la vacuna. La estrategia general es expresar antigenos
protectores en un vector replicativo, de esta forma, este nuevo microorganismo recombinante
puede utilizarse como vacuna (Figura 1).

Este tipo de vacuna presenta 4 caracteristicas esenciales:

e Se incorpora uno o varios genes que codifican para una o varias proteinas inmuno-
génicas en el genoma de un microrganismo atenuado que se denomina vector.

o El vector al replicarse en el organismo receptor, expresa los genes propios y el que
produce la proteina incorporada.

e La proteina incorporada se presenta al sistema inmune en su superficie celular.

¢ Induce respuesta inmune humoral y celular.

El microorganismo que se ha utilizado mas frecuentemente como vector de expresion ha si-
do el virus de vaccinia, ya que dispone de genoma amplio y bien estudiado lo que permite in-
sertar genes extrafos sin alterar su replicacion. El inconveniente de este vector es que al ser
un virus capaz de infectar la mayoria de las especies animales, incluso al hombre, se obtendria
una vacuna viva no especifica de especie y por lo tanto susceptible de inmunizar a cualquier
animal. Otro vector empleado es la familia de los poxvirus. Un ejemplo de este caso es el
empleo del poxvirus de canario que lleva adicionados genes que codifican dos proteinas inmu-
nogénicas del virus del moquillo canino. El poxvirus del canario es inocuo para el perro pero
gracias a la expresion de las proteinas del virus del moquillo protege al animal de esta enfer-
medad.

Son vacunas que siendo vivas o replicativas son altamente seguras.

Gen de interés

Figura 1. Estrategia de produccion de Vacunas Vivas recombinantes (Imagen de elaboracion propia).
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Vacunas a subunidades de proteinas recombinantes

Esta técnica se basa en la produccion de una proteina o proteinas de un agente infeccioso
sin necesidad del propio microorganismo, mediante técnicas de ingenieria genética se aisla el o
los genes en cuestidon que se incorporan a los llamados vectores de expresion que pueden ser
bacterias, virus o levaduras y de esta manera estos vectores expresan una o de varias protei-
nas del agente infeccioso. Se produce uno o varias proteinas, en cantidad, de un agente infec-
cioso, que se purifican y pueden ser utilizadas como vacuna de subunidades.

Los vectores de expresion mas utilizados son las bacterias, fundamentalmente el E. coli, las
levaduras como la Pichia pastoris y sobre todo virus de insectos llamados baculovirus. Las
bacterias presentan problemas para glicosilar adecuadamente los polipéptidos producidos, por
lo que normalmente, las proteinas obtenidas, presentan menor capacidad inmunogénica. La
eleccion de uno u otro vector depende muchas veces de la calidad y tipo de proteina que se
necesita como inmundgeno.

Actualmente, también se incorporaron las plantas como sistemas de expresion de pro-
teinas heterdlogas.

Para realizar este tipo de tecnologia necesitamos previamente conocer en detalle la estruc-
tura de virus, sus diferentes proteinas, la funciéon de cada una de ellas en la multiplicacién viral
y fundamentalmente su genoma. Brevemente los pasos de esta metodologia son (Figura 2):

o |dentificar y obtener el gen que codifica para la proteina de interés inmunolégico e
insertarlo en un plasmido.

e Introducir el plasmido en un vector de expresion (E. cali, Baculovirus).

e Aislar y multiplicar el vector de expresion recombinante que contiene el gen de interés.

e Multiplicar el vector recombinante en el sistema apropiado para producir la proteina
de interés.

e Purificar la proteina de interés para emplear como posible inmundégeno.

Lamentablemente, en muchos casos, la respuesta inmunitaria obtenida con una vacuna de

subunidades es inferior a la obtenida con la vacuna convencional.

/ 4 \ ADN insertado en el

\ J vector de transferencia
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T alle )
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Baculovirus
recombinante

Vector de
expresion

Figura 2. Estrategia de produccién de vacunas a subunidades en Baculovirus (Imagen de elaboracién propia).
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Vacunas a proteinas sintéticas

Las vacunas sintéticas consisten en una copia de la secuencia genotipica que codifica para
la proteina antigénica del patégeno y su posterior sintesis por medio de métodos quimicos. Los
polipéptidos que copia la secuencia primaria de aminoacidos de los epitopes de un microorga-
nismo, estrechamente relacionados con la respuesta inmune protectora.

Mediante ingenieria genética y la utilizacion de anticuerpos monoclonales, es posible identi-
ficar fragmentos con capacidad inmunogénica y posteriormente obtenerlos sintéticamente ha-
ciéndolos que adopten una configuracion espacial para ser reconocida por el sistema inmuno-
l6gico del huésped (Figura 3). Sin embargo, la principal desventaja de esta técnica radica en la
dificultad en mimetizar la conformacién tridimensional nativa del epitope, lo que deriva en una
dificulta en el reconocimiento antigénico por parte de las células inmunes y por tal motivo una
falta de respuesta.

Este tipo de vacunas tuvo un escaso desarrollo y sélo a nivel experimental.

Lop- @
Aislamiento Secuenciacién Péptido sintético
del Gen PCR del Gen

Figura 3. Estrategia de produccion de vacunas a proteinas sintéticas (Imagen de elaboracion propia).

Vacunas anti-idiotipo

El concepto basico de este tipo de vacunas es la utilizar en lugar de un antigeno, un anti-
cuerpo que reproduzca la morfologia del antigeno y que por lo tanto induzca una respuesta
inmune, en forma inocua.

Para producirlas, el primer paso es obtener un anticuerpo contra un determinado antigeno,
denominado idiotipico, se le purifican las regiones variables de las inmunoglobulinas, que po-
seen la estructura inversa del epitope inductor y se inoculan en un animal para estimular la
produccién de anticuerpos anti-idiotipo. Estos anticuerpos tendran la misma estructura que el
antigeno original y por tanto servirian como antigenos para inmunizar frente al primer antigeno
que inicio la cadena (Figura 4). Los anticuerpos anti-idiotipo pueden ser policlonales o0 mono-
clonales y podrian ser utilizados como vacunas, especialmente en aquellos casos en los que es
muy dificil obtener las proteinas, codificar los genes correspondientes a las proteinas de interés

inmunolégico o cuando el agente patégeno sufre continuas mutaciones.
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Antigeno

Figura 4. Estrategia de produccion de vacunas anti-idiotipo (Imagen de elaboracion propia).

Vacunas a ADN

En este tipo de vacunas, se caracteriza por la aplicacion al huésped directamente una por-
cion de ADN purificado que contenga el gen de la proteina que induce la respuesta inmune.
Esta respuesta es de tipo humoral y celular al igual que las vacunas vivas atenuadas.

Para este tipo de vacuna, llamadas también vacunas a ADN desnudo, se emplean plasmi-
dos en los que se introduce el gen o genes del patdgeno contra el que se pretende inmunizar y
que codifican para las proteinas inmunogénicas responsables de inducir una respuesta inmune
protectora. Cuando se inyecta el plasmido en el musculo o en la piel, las células del paciente
vacunado captan ese plasmido y lo incorporan en su nucleo, permitiendo la expresion del gen
foraneo y produciendo la proteina recombinante. Las propias células del cuerpo se convierten
en fabricas de vacunas, creando los antigenos necesarios para estimular el sistema inmunita-
rio, simulando una infeccién natural (Figura 5). En medicina veterinaria hay muy pocas vacunas
a ADN, algunos ejemplos actuales son la vacuna de ADNp contra el Virus del Oeste del Nilo, la
vacuna de ADNp contra el virus de la necrosis hematopoyética del salmén de criadero y la va-
cuna de ADNp que codifica para el melanoma canino.

En Medicina Veterinaria, se han desarrollado algunas vacunas de ADN. En vacuno, se han
constituido vacunas a partir del gen de la glicoproteina D de la Rinotraqueitis Infecciosa Bovina
1 (IBR-1), el gen que codifica para la proteina G del Virus Sincitial Respiratorio Bovino (BRSV)

y para la proteina E2 del Virus de la Diarrea Virica Bovina (BVDV).
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Vacuna ADN

Figura 5. Estrategia de produccion de vacunas ADN (Imagen de elaboracion propia).

Finalmente, se pueden mencionar las vacunas comestibles, se encuentran a nivel experi-
mental, se trata de plantas a las que se les introdujo, mediante técnicas de ingenieria genética,
un gen portador de la informacion necesaria para producir en su interior una proteina antigéni-
ca. Estas plantas, de caracter transgénico, pues se modificaron genéticamente, pueden ser
cultivadas de manera natural y consumidas como vacunas comestibles por humanos y anima-
les. Tienen la ventaja de su administracion oral, que por ello da lugar a una respuesta inmunita-
ria mucosa. Su inconveniente es que los antigenos de la vacuna pueden sufrir una degradacion

en el estdmago y el intestino antes de desencadenar la respuesta inmunitaria.

Referencias

Abbas AK, Lichtman AH, Pillai S. (2014). Cellular and Molecular Immunology. 82 edicion.
Philadelphia, USA; Elsevier Saunders.

Armon, R y Ben-Yedidia, T. (2003). “Old and New Vaccine Approaches, International
Immunopharmacology”. ELSEVIER. Revista internacional de inmunofarmacologia. Vol. 3.pp
1195-1203.

Berrios Etchegaray, P. (2001). "Vacunas no tradicionales y nuevas tecnologias en su
preparacion”. Revista TecnoVet. Vol.3, N°2.

Borja Zamfir GM, Ramirez, OT y Lara AR (2014). “Vacunas de ADN Plasmidico: Una
Herramienta Terapéutica Emergente. Bio Tecnologia”, 17 (3), pp 87-109.

Casto Galvez DA. et al. (2000). “Inmunogenicidad y contagiosidad de una vacuna de virus vivo

atenuado contra la enfermedad de Aujeszky en cerdos”. Vet. Mex., 31 (3) pp 345-356

40



Cho, WM. (2003).” Subunit Protein Vaccines: Theoretical and Practical. Considerations for HIV-
1”. Current Molecular Medicine. Vol. 3, N° 3. Pag. 243-263.

Day MJ. & Schultz RD. (2011). Veterinary Immunology Principles and Practice. London, UK;
Manson Publishing.

Fiordalisi MN, Lim, LCL, Kane KL, Folds JD. Active and passive immunization. En: Topley &
Wilson. 1999. Microbiology and Microbial Infections. Bacterial infections, 9" edition.
Philadelphia, USA. Ed. William J Hausler Jr-Max Sussman. pp 107-119.

Flores-Mendoza L, Silva-Campa E y Hernandez J. (2010) .Ed. 1. Cap. 21. Pp .259-269. Manual
Moderno. “Inmunologia Veterinaria”.

Ford, RB. (2004). “La tecnologia de vacunas recombinantes”. InfoMerial. Informacién técnica
para el médico veterinario.

Garmory, S.G, Perkins DS, Philpot JR y Titball WR (2005).”DNA Vaccines for Biodefense”.
Advanced Drug Delivery Reviews. 57: 1343-1361.

Gutiérrez Pabello, JA. (2010). Inmunologia Verterinaria. Mexico DF; Ed. Manual Moderno.

Hadler SC, Redd SC y Sutter RW. Immunoprophylaxis of viral diseases. (1999). En: Topley &
Wilson. 1999. Microbiology and Microbial Infections. Bacterial infections, 9" edition.
Philadelphia, USA. Ed. William J Hausler Jr-Max Sussman. pp 973-988.

Hunter P. Vaccination. (1997). The Control of Animal Diseases in South Africa. London, UK;
Promedia Publications.

Huygen, K. (2005). “Plasmid DNA vaccination”. Microbes and Infection. 7: 932-938.

Lépez, M., et al. (2004). Ed: Genoma Epafia. Spainfo, S.A. “Vacunas de nueva generacion.
Informe de vigilancia tecnolégica”

Loza-Rubio, E. y Gémez-Lim, M.A. (2006). ” Produccién de vacunas y otros compuestos
bioldgicos en plantas transgénicas”. Vet.Mex. N°37. Vol 4.

Manual de Vacunas de Latinoamérica. (2005). Asociacién Panamericana de Infectologia. RR
Donnelley Moore. pp. 1-32.

Morrow JW. (2012). Vaccinology: principles and practice. London, UK; Ed Wiley-Blackwell.

Mota-Sanchez, J. (2009). ° Vacunas de ADN: induccién de la respuesta inmunitaria”. Salud
Pudblica Mex; 51 (3), 463-469.

Orenstein W, Picazo J (eds.). Vacunas. (2009). 2% Edicion. Buenos Aires. pp 1-121.

Pandey, R. (2011). Veterinary Vaccines (Progress in Vaccinology). Berlin; Ed Springer.

Pastoret, P.P; Blancou,J; Vannier, J; Verschueren. (1997). Veterinary Vaccinology. Elsevier Ed.

Pennimpede EF, Gémez CM, Stanchi NO. (2004). Introduccion a la Inmunobiologia. La Plata;
Editorial de la Universidad de La Plata (edulp) pp 345-653.

Plotkin SA. (2011).” History of Vaccine Development”. Springer New York.

Rodas JD. 2006. “Vacunas antivirales de ultima generacién”. Revista Colombiana de Ciencias
Pecuarias., Vol.19:1.

Roth, JA. (2004). Veterinary vaccines and their importance to animal health and public health.
Manual de las Pruebas de Diagnéstico y de las Vacunas para los Animales Terrestres. 5°
Edicion,Tomo 1 (OIE). p 634. Cap. 1.1.7.

41



Sanchez-Vizcaino, JM. (2010). Curso de Introduccion a la Inmunologia Porcina. 3™ Edicion.

Madrid. http://sanidadanimal.info/cursos/ inmunologia3/index.htm

Sanchez-Vizcaino JM. (2004). Ed: 22. Cap. 9. “ Curso de introduccion a la inmunologia
porcina”.

Sanchez-Vizcaino, JM. (2007). Cap. 25. Pag. 513-535. Pearson Prentice Hall. "Manual de
Inmunologia Veterinaria”.

Tizard, IR. (2009). Introduccion a la Inmunologia Veterinaria. 8" Edicion. Philadelphia, USA; Ed
Elsevier Saunders.

Toledano Fonseca, M. (2013). “Vacunas comestibles”. Revista de Quimica de la Universidad
Pablo de Olavide. N° 12.

Traavik T. (2007). "GE Vaccines: Benefits and Risks”. Conference. Troms Biosafety Course.

van Drunen Littel-van den Hurk, S.; Gerdts, V.; Loehr, B.l.; Pontarollo, R.; Rankin, R.; Uwiera,
R. and Babiuk LA. (2000). “"Recent advances in the use of DNA vaccines for the treatment of
diseases of farmed animals”. Advanced Drug Delivery Reviews.43: 13-28.

Weiner DB y Kennedy RC.(1999). “Genetic Vaccines”. Scientific American’s.

Zanetti F, Rudak L, Micucci M, Conte Grand D, Luque A, Russo S,Taboga O, Pérez O.
Calamante, G. (2012). “Obtencion y evaluacidon preliminar de un virus canarypox
recombinante como candidato a una vacuna antirrabica”. Revista Argentina de
Microbiologia., 44: 75-84.

42



CAPITULO 3
Adyuvantes y sistema inmune

Alejandra E. Larsen, Javier H. Barragan

El objetivo de la vacunacion es la generacion de una inmunidad activa artificial en respuesta a
un inmundgeno capaz de dejar proteccion contra la infeccién o la enfermedad. Para lograr este
objetivo a menudo se requiere la adicion de un adyuvante. Los adyuvantes tienen como funcién
amplificar la respuesta inmune contra el inmundgeno vacunal que acompafan en la formulacién de
una vacuna son sustancias que modulan y mejoran la inmunogenicidad del inmunégeno vacunal.
La palabra adyuvante se desprende de la palabra latina adjuvare, que significa "ayudar". Fueron
descriptos por primera vez hace mas de 90 afios por Ramoén que las definié como "sustancias utili-
zadas en combinacion con un antigeno especifico que produce un respuesta inmunitaria mas ro-
busta que el antigeno solo". Ramoén en 1925 demostré su accion en la busqueda de sustancias que
mejoraran la respuesta humoral en caballos que utilizaban para producir sueros hiperinmunes anti
toxinas diftérica y toxina tetanica. Desde que Glenny y Freund desarrollaron los primeros adyuvan-
tes, el hidroxido de aluminio y las emulsiones de Freund, respectivamente, que se utilizan hasta
ahora, el primero como adyuvante de la mayoria de las vacunas de uso veterinario y humano (para
estos ultimos en estos hay un gran desarrollo y utilizacién de adyuvantes de nueva generacion), el
segundo se utiliza para la demostracién de potencia y toxicidad asi como para la producciéon de
sueros hiperinmunes. Los adyuvantes se han obtenido de forma empirica pero las crecientes exi-
gencias de las agencias reguladoras y los avances mas recientes alcanzados en la inmunologia
basica y la toxicologia han propiciado que en la actualidad exista una tendencia al disefo racional

de los candidatos a adyuvantes, lo cual permitird lograr productos cada vez méas eficaces y seguros.

Los ultimos avances logrados en el conocimiento de los mecanismos de la inmunidad innata
y su participacion en la induccion de la inmunidad especifica, particularmente la descripcion de
los PRR (Pattern recognition receptors), sus ligandos y los eventos moleculares que conducen
a la activacion de sefiales intracelulares, constituyen hoy un pilar importante en el disefio de los

adyuvantes sobre todo para vacunas de uso en humanos.

Normalmente no son necesarios en las vacunas vivas, pero son fundamentales en las vacunas
convencionales inactivadas o las de nueva generacién no replicativas. Las vacunas convencionales
inactivadas tiene un inmunégeno vacunal que fue alterado en su inmunogenicidad natural por los
procesos de produccion (sobre todo durante la purificacion) e inactivacion a los que fue sometido,

por lo tanto la cantidad y calidad de los PAMPs (Pathogen-associated molecular pattern), asi como
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el microambiente donde son inoculados no generan una respuesta lo suficientemente robusta para
inducir una respuesta inmune de larga duracién. En este sentido las vacunas de nueva generacion
no replicativas, sobre todo aquellas en las cuales el inmundgeno vacunal esta altamente purificado,
no inducen respuesta innata y por lo tanto tampoco activan la respuesta adaptativa, son vacunas
que necesitan obligatoriamente ser acompafiadas por un adyuvante para aumentar su eficacia. A
pesar que existen muchos adyuvantes de nueva generaciéon, muy pocos han logrado ser aproba-
dos, por inocuos o accesibles, para suplantar a los que se utilizan normalmente en las vacunas de
uso veterinario. En este tipo de vacunas el costo es un factor critico ya que la vacunacion es parte
del manejo de grandes cantidades de animales, en programas de control y erradicacion obligatorios

en el pais, donde los propietarios asumen el costo de la vacunacion.

Caracteristicas generales de los adyuvantes

Los adyuvantes deben cumplir con ciertas caracteristicas para ser eficaces en su funcién
(Tabla 1). Deben ser estables y seguros ya que los accidentes vacunales causados por su utili-
zacién pueden tener impacto en el crecimiento del animal, la tasa de reproduccion, confort ani-
mal. No deben encarecer el producto a pesar de que su utilizacion abarata el costo de la vacu-
na ya que su adicién permite incorporar menos inmundgeno vacunal a la formulacion, y asi

alcanzar una mayor cobertura de animales vacunados.

Tabla 1: Caracteristicas de un adyuvante «ideal».

Caracteristica Descripcion

Seguro No debe producir eventos adversos inmediatos o a largo plazo.
Composicién quimica Debe estar perfectamente definida.

Mecanismo de accién Debe estar perfectamente definido.

Degradabilidad Debe ser totalmente biodegradable.

Debe permanecer quimicamente estable por al menos 2 afos y con poca

Estabilidad » o
probabilidad de variacion entre lotes.
Debe inducir una robusta respuesta inmune contra el inmundgeno vacunal,
Inmunomodulador generando un alto porcentaje de proteccion, a bajas concentraciones de
inmundgeno vacunal, en pocas dosis y por diferentes vias de aplicacion.
Inmunologicamente inerte No debe general respuesta inmune contra si mismo.
Eficacia Debe presentar elevada eficacia contra cualquier tipo de inmundgeno.
Produccion De facil preparacion.
Costo Bajo/econdmico.
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Por lo tanto no existe un adyuvante universal por lo que deben ser elegidos de acuerdo al
criterio veterinario en orden de obtener el mejor balance entre eficacia y seguridad. Existen
diversas razones para incorporar adyuvantes en vacunas mas alla de incrementar la inmuno-
genicidad del inmundgeno vacunal:

a) incrementar la respuesta inmune especifica (seroconversién) en diversas poblaciones
con especial interés en aquellas con reducida capacidad de inmunorespuesta, como ocurre en
animales lactantes y gerontes, asi como en animales inmunodeprimidos;

b) facilitar el uso de menores cantidades de inmundgeno en una vacuna y asi alcanzar una
mayor cobertura de animales vacunados;

c¢) reducir las dosis de vacunas, mejorando su adaptacion a planes nacionales de control y
erradicacion, disminuyendo los requerimientos logisticos y mejorando el costo-beneficio, con un
impacto de particular importancia en paises subdesarrollados;

d) inducir respuesta inmune de memoria de larga duracion.

En el siguiente cuadro se enumeran algunos de los factores que se deben tener en cuento

al elegir un adyuvante Tabla 2.

Tabla 2: Criterios para elegir un adyuvante

Criterio Descripcion

Algunas especies son mas sensibles que otras. Bovinos, pequefios
Sensibilidad de especie rumiantes y aves toleran muy bien adyuvantes oleosos tipo agua en

aceite, los cerdos toleran mejor el aceite en agua.

. ) . Corta duracion: apropiados para cria intensiva. Larga duracion: apro-
Duracion de la inmunidad . ) .
piados para animales de compafiia

Extracto crudo: no se justifica un adyuvante oleoso. Es aconsejable

Combinacién hidroxido de aluminio.

adyuvante/inmunégeno Proteinas altamente purificadas: necesitan un adyuvante que asegure

una respuesta inmune robusta.

) Determinar que inmunidad protectora es la adecuada (humoral o
Respuesta vacunal efectiva , ) o
celular) segun patogenia y caracteristicas de la vacuna.

Via parenteral: hidroxido de aluminio, oleosos, saponinas. Via muco-

sa: productos bacterianos como oligonucleétidos sintéticos que con-

Via de administracion tengan CpG dinucleotidos no metilados.
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Clasificacion

Es muy dificil lograr una Unica y 6éptima clasificacion de los adyuvantes debido a su diversi-
dad y en muchos casos aun no se conocen los mecanismos de accion. Una clasificacion se
basa en la naturaleza de los adyuvantes y los divide en adyuvantes de tipo gel, agentes ten-
soactivos, productos bacterianos, productos basados en aceites y emulsiones, adyuvantes
particulados, proteinas de fusion y lipopéptidos, a los que se suman los inmunomoduladores e
inmunoestimulantes como las citoquinas y otros compuestos naturales que activan el sistema

inmune innato y que no estan incluidos en ninguno de los grupos anteriores.

También se los puede clasificar segun qué sustancia actia como adyuvante. Adyuvan-
tes extrinsecos: aquellas sustancias que no tienen propiedades inmunogénicas per se,
como aluminio, emulsiones, saponina. Adyuvantes intrinsecos: aquellas sustancias que,
ademas de ser inmunogénicas, exaltan la respuesta inmune contra los otros inmunégenos

formulados en la vacuna.

Segun su mecanismo de accion se los puede clasificar en:
1) Facilitadores de la presentacion de inmundgenos.
2) Facilitadores de co-estimulacion.

3) Facilitadores de la polarizacion a Th1/Th2.

La ultima clasificacién propuesta es segun su funcién:
1) inmunopotenciadores: sustancias que incrementan la respuesta contra el
inmundgeno;
2) sistemas de liberacion: compuestos que sirven como matriz para el inmuné-
geno mejorando el estimulo de la respuesta inmune

3) inmunopolarizantes.

Mecanismos de accion

Los adyuvantes actuan de distintos modos, tienen funcion de vehiculo especificos de deli-
very/entrega, o actian como depoésito en el lugar de inoculacion para inducir sefiales de peligro
o DAMPs (Damage-associated molecular patterns), generando cada uno de ellos una respues-

ta inmune especifica.

En la mayoria de los casos los adyuvantes al ser inoculados causan algun tipo de lesion

en los tejidos, favoreciendo el reclutamiento de células del sistema inmune que se activan
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al reconocer patrones moleculares tanto asociados al patégeno como asociados a dafio.
Una vez que reconocen lo no propio y/o lo propio alterado se activa del sistema inmune
innato que segun la calidad y cantidad de estimulo activa y modula la respuesta adaptativa.
El reconocimiento por parte de los macréfagos residentes en el lugar de inoculacién induce
una respuesta pro-inflamatoria que resulta en un conjunto de procesos inmunes como el
reclutamiento y activacion de células del sistema inmune en especial neutréfilos, monocitos
y células dendriticas, durante estas procesos de activacion-accién del sistema inmune al-
gunas células son inducidas a apoptosis y otras sufren necrosis. Estos sucesos inmunes
dan lugar a los signos de inflamacion en el lugar de inyeccion, calor, dolor local, zona colo-
rada por la hiperemia.

Extrafiamente y a pesar de su utilizacion en billones de dosis de vacunas de uso en medici-
na veterinaria y en humanos todavia no esta totalmente aclarado el mecanismo de accion de
los adyuvantes, por el cual potencian la respuesta inmune hacia el inmundgeno vacunal que
acompanan en la formulacion.

Los adyuvantes tienen varias formas de actuar y en algunos desencadenan una secuencia

I6gica de eventos inmunes.

Actuando como senal de daiho

Como se sabe, los animales domésticos, como cualquier vertebrado superior presentan un
sistema inmune innato y adaptativo. La respuesta innata comienza a partir del reconocimiento
de patrones moleculares altamente conservados tanto presentes en los patégenos (PAMPs) y
asi como moléculas resultantes del dafio de tejidos propios (DAMPs). Estos patrones molecula-
res son reconocidos por los PRRs e informan al sistema inmune innato qué tipo de peligro tiene
que afrontar y solucionar. Segun la combinacion de estimulos, el sistema inmune innato dife-
rencia infeccién versus traumatismo, infeccion por microorganismos de vida intracelular versus
extracelular, diferencian patdgenos virales, bacterias, hongos y parasitos, con el objetivo de
montar una respuesta inmune especifica y adecuada para su eliminacion, reparar el dafo y
dejar recuerdo de la misma.

La respuesta inmune adaptativa asi modulada por la informaciéon del inmundégeno vacu-
nal en combinacioén con el adyuvante, traducida y plasmada en el estimulo que le brinda la
inmunidad innata, responde de una manera mucho mas especifica mediante anticuerpos y
linfocitos T capacitados para reconocer secuencias cortas y especificas del inmunégeno

Figura 1.
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Figura 1: Secuencia de activacién de la inmunidad adaptativa. En punto de inoculacién de la vacuna se produce el
reconocimiento de PAMPs del inmundégeno vacunal que se presentan condicionados segun el adyuvante utilizado. Las
células dendriticas como células procesadoras y presentadoras de antigeno son las Unicas capaces de activar un
linfocito T virgen, el cual se activa y prolifera en distintas estirpes celulares segun el estimulo en el sitio de inoculacion.

La respuesta inmune adaptativa puede tardar dias o semanas en desarrollarse, periodo
en el cual la inmunidad innata se mantiene activa como unico medio de defensa. Como se
muestra en la figura 1 la respuesta inmune resultante esta determinada por el tipo de sefal
de dafo en si misma, y se demostré que los adyuvantes actian como senal de dafio modu-
lando la respuesta inmune hacia el inmundgeno vacunal, resultando en una respuesta de
larga duracién tipo especifica: respuesta Tipo Th2 (inmunidad humoral necesaria y eficaz
para combatir parasitos y microorganismos de vida extracelular) o respuesta tipo Th1 (in-
munidad humoral necesaria y eficaz para combatir microorganismos de vida intracelular),
tipo Th17 (para inducir inmunidad en las mucosas y patégenos extracelulares) y respuesta
tipo T reguladora (regulacion y/o supresién de la respuesta). Por lo tanto dependiendo del
tipo de inmundgeno, el microambiente donde se inocule el mismo y la duracion de la esti-
mulacion inmune, la respuesta inmune puede durar mucho tiempo, dando lugar a estable-
cer memoria inmune especifica. La memoria inmune, en la cual se apoya el fundamento de
la vacunacion, nos asegura que en un segundo contacto con el mismo inmunégeno (ya sea
vacunal o infeccioso) la respuesta sea rapida y mas efectiva, tanto la respuesta efectora
como la de memoria. Al vacunar a un animal estamos imitando el primer encuentro con ese

patégeno pero sin enfermedad y nos asegura una memoria inmune protectora.

48



Actuando como vehiculo de delivery

La formacion de un depésito del inmunégeno vacunal en el sitio de inoculacién repre-
senta una funcion importante de algunos adyuvantes, este efecto depot se relaciona con la
liberacién lenta del inmundgeno y su mejor presentacion y reconocimiento por las células
procesadoras y presentadoras de antigeno. La mayoria de los adyuvantes de sales de
aluminio y las nano y micro particulas actuan por efecto depot. El inmunégeno es atrapado
en el adyuvante y su liberacion es lenta pudiendo extenderse dias o semanas. En este sen-
tido también podemos incluir a los adyuvantes oleosos agua en aceite que promueven la
optimizacién del reconocimiento por parte de las células presentadoras de antigeno. Algu-
nos estudios demuestran lo contrario, pero no existen los suficientes estudios para poder

refutar lo explicado en este item.

Activacion del inflamasoma

Como se explicod anteriormente, los PRR estan especializados para reconocer una gran
variedad de signos de dano. En las ultimas décadas se describieron varias familias de PRR
y entre ellos se reconocieron los NRL por su sigla en inglés de nucleotideoligomerization-
domain (NOD) likereceptors, presentes en muchas células del sistema inmune y especiali-
zados en el reconocimiento de sefales de dafo, inclusive estimulos del microambiente que
lo rodea asi como estimulo microbiano. El inflamasoma pertenece a la familia de los NLRs
e involucra proteinas relacionadas con el reconocimiento de las sefiales de dafo y la sub-
secuente liberacion de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-18 e IL-33. Se asocia a
las sales de aluminio con este mecanismo ya que se les adjudica cierto dafno de las células

que estan en contacto con las sales de aluminio induciendo a necrosis y/o apoptosis.

Adyuvantes como estimulo para la activacion y maduracion de las células

procesadoras y presentadoras de antigeno

El reclutamiento de células al sitio de inoculaciéon es de suma importancia para que lle-
guen las células procesadoras y presentadoras de antigeno. Macréfagos y células dendriti-
cas reconocen y endocitan al inmunégeno vacunal, se activan y maduran rumbo a los 6r-
ganos linfaticos secundarios. Luego de ubicarse en la zona T, donde los linfocitos T CD4"
colaboradores y CD8" citotéxico reconocen sobre ellas, y en el contexto del CMH, peque-
fos péptidos antigénicos resultado del procesamiento del antigeno. Esto representa la se-
fal 1 de activacion linfocitaria que desemboca en la proliferaciéon de los linfocitos virgenes
y se transforman en linfocitos efectores antigeno especifico que reconocen y eliminan célu-

las infectadas (linfocitos T CD8" citotéxicos) y que liberan citoquinas que promueven la
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diferenciacion y maduracion de diferentes células de la inmunidad (linfocitos T CD4" cola-
boradores). Las sefiales 2 y 3 donde las moléculas de co-estimulo en combinacion (sefal
2) y en sinergia con las citoquinas (sefal 3) modulan la respuesta inmune adaptativa para
que sea eficaz y controlar el dafo (inmunidad celular contra patégenos intracelulares, o

inmunidad humoral para combatir a los patégenos extracelulares).

Adyuvantes mas utilizados en las vacunas de uso veterinario

Emulsiones

Las emulsiones fueron descriptas por primera vez en 1916 pero casi 20 afios después
fue Jules Freund el que desarrollo el concepto. Una emulsién es una mezcla de dos liqui-
dos inmiscibles de manera mas o menos homogénea. Un liquido (la fase dispersa) es dis-
persado en otro (la fase continua o fase dispersante). Las emulsiones tienen 2 fases, una
acuosa, la que contiene el inmundégeno vacunal, y una fase oleosa que representa al adyu-
vante propiamente dicho. Para estabilizar la mezcla se agregan emulsionantes también
denominados surfactantes’ que son compuestos anfipaticos, presentan una porciéon hidrofi-
lica (soluble en agua) y otra hidrofébica (insoluble en agua). Estas moléculas se alinean de
tal manera que las partes hidrofilicas quedan de un lado y las partes hidrofébica del otro
lado. Segun el tipo de surfactante se pueden preparar distintos tipos de emulsiones. Cuan-
do el surfactante tiene mas afinidad por la fase oleosa la emulsién es del tipo AGUA en
ACEITE, y la fase antigénica esta dispuesta en pequefas gotitas dispersas en la fase oleo-
sa. Aquellos surfactantes que tiene gran afinidad por la fase acuosa generan emulsiones
del tipo ACEITE en AGUA, en este caso la fase continua es agua y la fase dispersa es el
aceite. Ciertos surfactantes tienen una afinidad intermedia y generan emulsiones mas com-
plejas como AGUA en ACEITE en AGUA. La fase continua es agua, por pequefias gotitas
de aceite dispersas, que a su vez en su interior presentan pequefias gotitas de agua que

contienen al inmunégeno (Figura 2).

! Surfactantes: son compuestos que bajan la tension superficial entre dos liquidos o entre un liquido y un solido
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Figura 2: esquema de las distintas emulsiones y sus componentes.

Los parametros que determinan la calidad de la emulsién como adyuvante estan relaciona-
dos no solo con la capacidad de modular positivamente la respuesta inmune frente al inmuno-
geno vacunal, sino también esta relacionado con la eficacia y la seguridad del adyuvante. La
eficacia esta dada por el poder de mantener estable la emulsién en si, y los parametros que se
utilizan para establecerlo son: test de la gota, conductividad, tamafio de particula y estabilidad
a diferentes temperaturas. Por otro lado la seguridad esta relacionada con la viscosidad y la

capacidad de hacer dafo al aplicarla.
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Mecanismo de accién

Efecto deposito: segun el tipo de emulsién la liberacién del antigeno sera mas o menos lenta.
Un inmundgeno sin adyuvante se dispersa rapidamente, la emulsiéon aceite/agua permite un lige-
ro retardo en la liberacién, pero el inmundgeno es rapidamente liberado al medio. Agua/aceite es
una emulsiéon que libera muy poco inmundégeno o directamente nada. La capacidad de liberar o
no del inmundgeno por parte de este tipo de emulsion esta relacionada con la estabilidad de la
misma, una vez que pierde estabilidad el inmundgeno es rapidamente liberado, aunque mas len-
tamente que en aceite/agua. Freund determino el efecto deposito al eliminar el inoculo del sitio de
aplicacion y comprobar que el efecto adyuvante continuaba. Este fendmeno puede ser explicado
por la el fendmeno de microdifusion de pequefias gotitas de aceite desde el sitio de inoculacion
que son drenados por linfa hacia los 6rganos linfaticos asociados.

Efecto protector: las emulsiones protegen a los inmundgenos de la degradaciéon enzimatica.

Efecto inmunogénico: cambian la carga externa del inmundgeno haciéndolo mas inmunogénico.

Mejora el reconocimiento antigénico: induce inflamacion con reclutamiento de células proce-
sadoras y presentadoras de antigenos asi como linfocitos. El surfactante mejora el reconoci-
miento al interactuar con la membrana celular.

Atrapamiento de linfocitos: en el linfonddulo estimula el acumulo de linfocitos retardando la
recirculacion y favoreciendo la asociacion celular.

Los aceites que se utilicen como adyuvantes deben ser seguros. Los adyuvantes oleosos
pueden inducir reacciones generalizadas como fiebre o locales como granuloma, absceso. El
grado de lesion depende de varios factores como por ej. el origen. Los aceites minerales son
una mezcla de diferentes carbohidratos con diferente largo de cadena de carbono, permanecen

en el punto de inoculacion y son progresivamente eliminados por células como el macrofago.

Emulsiones agua en aceite

Estan recomendadas para bovinos y pequefios rumiantes, aves y peces. El ejemplo mas pa-
radigmatico es el de la vacuna contra la fiebre aftosa, antiguamente se utilizaba como adyuvan-
te al hidréxido de aluminio, que aunque es muy seguro no resultaba muy eficaz dado que se
necesitaban minimo 3 dosis 0 mas por afio para proteger a los animales vacunados. Actual-
mente se utiliza aceite mineral y se mejoro la eficacia de la vacuna teniendo en cuenta que los
animales permanecen protegidos por al menos 1 afio o en condiciones epidemiolégicas favora-
bles se puede extender a dos afios. Experiencias en ratones han determinado que los adyu-
vantes tipo emulsién agua en aceite inducen una fuerte respuesta humoral a IgG2a asi como

una respuesta a linfocito T CD8" citotéxico.

Emulsiones agua en aceite en agua

Este adyuvante tiene dos desventajas importantes, el proceso convencional de produc-
cidn genera un producto no muy estable y conlleva un proceso de dos etapas que genera
dificultades al momento de Ila formulacién. Actualmente existen emulsiones

agualaceite/agua producto de un proceso de un solo paso que produce una emulsion mas
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estable, menos viscosa y facil de formular. Su composicion favorece una respuesta inmune
rapida y de corta duracion, asi como de larga duracion a la vez. EI inmunégeno vacunal
incluido en la fase acuosa externa es liberado rapidamente permitiendo una respuesta a los
4 dias en la vacuna anti fiebre aftosa. La respuesta de larga duracién esta mediada por la
liberacién lenta del inmundgeno contenido en la fase acuosa interna que es liberado lenta-

mente como ocurre en las emulsiones agua en aceite.

Emulsiones aceite en agua

Este tipo de emulsion es muy fluida, bien tolerada e induce una respuesta inmune de corta
duracién. El proceso de produccion es muy conveniente ya que requiere un simple mezclado
de los componentes. Es una buena opcién para las vacunas en cerdos que estén en la etapa
de engorde ya que no produce lesiones y no causan alteraciones en la carcasa. Por sus carac-
teristicas es muy bien aceptada para las vacunas de equinos y pequefios animales

El ejemplo méas conocido de este adyuvante son el adyuvante completo e incompleto de
Freund. Ambos contienen agua en mayor cantidad que aceite y un emulsificante, pero el ad-
yuvante completo tiene bacilo tuberculoso muerto y desecado. La ventaja del adyuvante
completo es la excelente respuesta inmune que induce, pero también representa su desven-
taja al inducir importantes reacciones adversas ademas de una sensibilizacién especifica
hacia el bacilo tuberculoso. Su uso esta casi restringido a la primera y Unica inoculacién en

planes de hiperinmunizacion.

Sales de aluminio

El fosfato de aluminio e hidréxido de aluminio son los adyuvantes mas utilizados tanto en
medicina veterinaria como en medicina humana. Son muy seguras.

Presentan una estructura fisica heterogénea compleja a la cual se absorbe el inmunégeno
mediante interacciones electrostaticas e hidrofébica. El hidréxido de aluminio a pH 7,4 presenta
carga positiva y tiene afinidad por las proteinas acidas, en cambio el fosfato de aluminio es de

carga negativa y se une a las proteinas basicas.

Mecanismo de accidén

Efecto deposito. Hasta hace poco tiempo se le adjudicaba el mecanismo de accion de efec-
to depdsito, pero la mayoria de los antigenos en contacto con los fluidos intersticiales son rapi-
damente liberados del gel de aluminio. De todos modos el grado de absorcién o atrapamiento
que genera el gel de aluminio permite la liberacion lenta aumentando la duracion de la interac-
cion del inmundgeno con el sistema inmune, mejorando el reconocimiento por parte de las célu-

las procesadoras y presentadoras de antigeno.
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Actuando como DAMPs. También se le atribuye a las sales de aluminio el efecto de inducir
la formacion de acido urico en la célula con la aparicién de DAMPs? provocando la activacion
de las células del sistema inmune.

También existen indicios que estimularia al inflamasoma.

Tipo de respuesta adaptativa. Las sales de aluminio se han utilizado con gran éxito en aque-
llas vacunas que requieren anticuerpos como mecanismo de proteccion. Generan una buena
respuesta tipo Th2 pero tiene poco efecto sobre los linfocitos T colaboradores Th1 y los linfoci-
tos T CD8 citotoxicos, respuesta celular requerida para proteger contra enfermedades causa-
das por patégenos de vida intracelular.

La seguridad de este tipo de adyuvante es considerada excelente, billones de nifios y
animales han sido inmunizados con vacunas que contienen sales de aluminio. Los efectos
adversos serios son muy raros, aunque se han reportado reacciones alérgicas y casos de
granulomas en el punto de inoculacion siendo mas comunes en la administracion subcuta-

nea que intramuscular.

Saponinas

Las saponinas son glucésidos obtenidos a partir de plantas, como la Quillaja saponaria en
América del Sur. Se utiliza mucho en la industria cosmética y alimenticia como emulsificante.
Varias saponinas han sido testeadas y comercializadas para el uso en veterinaria. Aunque no
esté muy claro la forma de actuar, tienen funcion surfactante lo que facilita la penetracién de las
proteinas a través de la membrana generando una respuesta intracelular. También se la consi-
dera una sustancia irritante que podria estar involucrada en la generacion de DAMPs.

Este adyuvante se utilizé en diferentes formatos, como extractos purificados, Quil-A (Invivo-
Gen), QS-21 (Cambridge Biotech Corp.) pero también formando complejos con estructura tipo
caja denominadas ISCOMs (Immuno Stimulating COMplex), se constituyen por la mezcla de
colesterol, fosfolipidos y saponina, que integran al inmundgeno vacunal cuando se lo incorpora
a la mezcla.

Las vacunas que se formulan con ISCOM™ han demostrado que promueven la respuesta
inmune humoral y celular. Las saponinas preferidas para ser usadas en la formulacién de 1S-
COMs son Quil A o0 QS21 vy el esterol utilizado es preferentemente colesterol y el fosfolipido
usado es generalmente fosfatitiletanolamina.

En medicina veterinaria, la primera vacuna comercial basada en ISCOMs fue disefiada para
caballos, y contiene las proteinas hemoaglutinina y neuraminidasa, provenientes de la envoltu-
ra del virus influenza. Induce una respuesta inmune de larga duracién (alrededor de 15 meses),

tanto celular como humoral. En rumiantes se han utilizado de forma experimental en formula-

2 DAMPs: por su sigla en inglés "damage-associated molecular patterns”, patrones moleculares asociados a dafio, son
sustancias que se liberan por células en situacion de stress o en proceso de muerte. Son reconocidos por receptores
de reconocimiento de patrones (PRR por su sigla en inglés) presentes en las células del sistema inmune.
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ciones contra el virus herpes bovino tipo 1 vy el virus de la diarrea viral bovina. Si bien los IS-
COMs muestran una actividad adyuvante potente, poseen limitaciones como lo son su costo,
dificultad de manufactura, baja estabilidad y se ha observado toxicidad y la apariciéon de reac-

ciones adversas asociadas a su utilizacion.

Ligandos de TLR y otras moléculas pequenas

Como se comentd los TLR son PRRs de sefial capaces de reconocer estructuras conserva-
das que se presentan como patrones moleculares que se repiten en un grupo dado de gérme-
nes (PAMPs).

La identificacion de estos PAMPs induce la activacion de varias vias de sefializacion de las
células inmunes y la consiguiente sintesis de efectores inmunes, moléculas co-estimulatorias y
citoquinas. Ejemplo de algunos ligandos de TLR pueden ser LPS, Polyl:C, CpG ODN. La mayo-
ria ha sido experimentalmente probada en varias especies animales como candidatos a adyu-
vantes. Por ejemplo los oligonucledtidos CpG han probado ser altamente eficaces en cerdos,
bovinos asi como en animales de experimentacién como ratones, simios y monos. En algunas
vacunas y en combinacién con ligandos de TLR se han incluido pequefias moléculas como
péptidos antimicrobianos, y aunque no se sabe muy bien el porqué, han demostrado efecto

adyuvante.

Particulas

Los adyuvantes tipo particula han sido ampliamente estudiados. Son polimeros sintéticos o
naturales con un tamafo pequefio que va de nanoparticulas (50-100nm) a microparticulas (2-5
um). El mecanismo de accién esta relacionado con la ventaja de vehiculizar y presentar en
forma particulada al inmundgeno haciendolo mas facilmente reconocible por las células proce-
sadoras y presentadoras de antigeno. Se ha experimentado con particulas como el copolimero
acido poli (D,L-lactico-co-glicolico) y polifosfacenos. En medicina veterinaria, de forma experi-
mental, microparticulas y nanoparticulas han mostrado ser eficientes en la inducciéon de una

respuesta inmune humoral y celular en diferentes especies animales.

Liposomas y virosomas

Los liposomas fueron descriptos como adyuvantes hace mas de 40 afios. Son esferas sinté-
ticas fosfolipidicas formadas por capas de lipidos que pueden encapsular antigenos y actuar
como sistemas de liberacién e inmunopotenciacién. Pueden ser usados como sistema de en-

trega para proteinas, antigenos derivados de péptidos y acidos nucléicos que codifican antige-
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nos (plasmidos de ADN o ARNm) o bloqueen genes objetivos (siARN). Los liposomas conven-
cionales son capaces de liberar proteinas en los compartimentos endosomales-lisosomales
favoreciendo el procesamiento de estas moléculas en el interior de las CPA y la presentacion
de los péptidos inmunodominantes derivados del inmundgeno, en las moléculas del complejo
MHC Il. Se ha observado en diversos estudios que su uso potencia tanto la inmunidad humoral
y células contra antigenos proteicos y polisacaridos.

La potencia de los liposomas dependen de su tamafio, polaridad, nUmero de capas lipidicas,
carga eléctrica y el procedimiento de ensamblado. El dolor producido en el sitio de la inyeccion
es probablemente la mayor limitacién de algunas vacunas basadas en liposomas.

En medicina veterinaria los liposomas no han sido utilizados de forma masiva, algunos de
los ejemplos mas importantes de su uso en animales incluyen el estudio de liposomas como
nuevos sistemas de entrega de terapia contra el cancer y vacunas para perros y gatos.

Los virosomas son estructuras unilaminares compuestas por membranas lipidicas y protei-
nas de membranas virales constituyen particulas vacias a las que se les puede incorporar un
inmunoégeno y potenciar la inmunidad contra distintas formulaciones de vacunas.

Representan una nueva forma de vacunas que imitan de manera muy exitosa al virus nativo
por lo que se las denomina particulas “virus-like” o similares a virus. Se generan mediante la
reconstitucion de la envoltura viral, sin el material genético del virus

El mecanismo de accion es la estimulacion de las CPA. Se unen al acido sialico de estas
células, son endocitados y se produce la fusion del virosoma a la membrana del endolisosoma.
El inmunégeno vacunal puede sufrir las dos vias de procesamiento segun permanezca en el
endosoma (via exdégena de procesamiento) o salga del compartimento al citoplasma ( via en-
dogena de procesamiento).

En general, hasta hoy los virosomas han sido usados en medicina veterinaria y humana
preferentemente con fines investigativos. Algunos de los virus estudiados son el virus de la
influenza, el virus de la estomatitis vesicular, el virus de la enfermedad de New Castle y el

virus Sendai.
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CAPITULO 4
Vacuna contra la fiebre aftosa

Alejandra Larsen

La fiebre aftosa (FA) o glosopeda es la enfermedad mas contagiosa de los mamiferos biun-
gulados. Es una enfermedad de curso agudo y a pesar de que no causa la muerte en animales
adultos es responsable de grandes pérdidas econémicas. Es una enfermedad que esté presen-
te en todo el mundo, pero gracias a la vacunacion pudo ser erradicada en varios continentes:

Europa occidental, América del Norte y Australasia.

Agente Etiolégico

La FA esta causada por un virus del género Aftovirus, de la familia Picornaviridae. Existen
siete serotipos de virus de la FA: O, A, C, SAT1, SAT2, SAT3 y Asial. Como lo indica su
nombre, tienen distribuciones geograficas distintas, Asia 1y los territorios de Africa del Sur
(SAT) tipos 1, 2 y 3. Los serotipos A, O y C son de amplia distribucién mundial. La infeccion
con un serotipo o subtipo determinado no confiere inmunidad cruzada. Dentro de los seroti-
pos se pueden identificar muchas cepas que pueden no dar reaccién cruzada con las cepas
de aislamientos previos.

El virus de la FA tiene un genoma de ARN monocatenario sentido positivo. La particula de
virus se compone de una unica copia del genoma encapsidado por 60 copias de las 4 proteinas
estructurales VP1, VP2, VP3, y VP4 de virus de la FA. Una copia de VP1, VP2, VP3, VP4 y
proteinas forma un protémero; 5 protdmeros conforman un pentamero; y 12 pentameros forman
una capside viral completa (Figura 1). La proteina VP1 presenta un bucle entre los residuos
140-160 que representa una zona conservada que se relacionan con integrinas relacionadas

con el inicio de la etapa de adsorcion celular y es un importante sitio de neutralizacién del virus.
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Virion Protomero

Figura 1: Esquematizacion del virus de la FA. Virus no envuelto, esférico, de 30 nm de diametro,
con capside que rodea el genoma de ARN desnudo.

El genoma codifica proteinas estructurales que constituyen la capside y también codifica
proteinas no estructurales (Figura: 2) como son las proteinas asociadas a la replicacion: ARN
polimerasa, clivasas. El genoma ARN monocatenario sentido positivo actia como ARN mensa-
jero que se traduce en proteinas estructurales y no estructurales, capaces de completar un

ciclo en 4 hs y producir 100.000 particulas por célula (Figura: 2).
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3D: ARN polimerasa

Figura 2: Esquematizacion del genoma del virus de la FA y producto de su traduccion.

59



Caracteristicas de la enfermedad

La patogenia de la enfermedad se puede resumir en una serie de eventos a tiempos bien
definidos. En la tabla 1 se esquematizan los eventos que se desarrollan en un bovino luego de
la infeccién con el virus de la FA. No es una enfermedad zoonética aunque el hombre puede
infectarse rara vez y accidentalmente, evento relacionado con personas que trabajan en con-

tacto directo con el virus.

Vacuna contra la fiebre aftosa

Historia

La historia de la vacuna contra la FA es realmente fascinante, asociada a nombre muy im-
portantes de la época dorada de la microbiologia. Hasta el afio 1926 todavia se seguia utilizan-
do el método de suero-virus, ya en la década del 30 se comenzd a buscar métodos de cultivo in
vitro donde se pudieran propagar el virus. Con este propdsito H. S. Frenkel desarrollé un méto-
do de partida en la evolucion de la industria de la vacuna contra la FA, se basaba en recuperar
el epitelio lingual de vacas inmediatamente después de ser sacrificadas en el matadero y culti-
varlo en suspensiéon en un medio relativamente simple. Luego de una etapa de multiplicacion
viral, se separaban epitelio y detritus celular por centrifugacion. A esta suspension viral se le
agrega cloroformo y formaldehido y finalmente era adsorbida a hidroxido de aluminio. Las dosis
que se utilizaban en esta época eran increibles, dosis de 30 ml. El mejoramiento de la técnica
de concentracion y el agregado de adyuvantes permitié en algunos afos bajar a 15 ml. Par-
tiendo de una coyuntura donde Europa sufria 320.000 focos por afio en 1952, la aplicacion de
esta vacuna permitié disminuir muchisimo el nimero de focos. Este excelente resultado genero
exceso de confianza en los granjeros y fueron suspendiendo la vacunacién. Esta decision su-
puso un desastre econémico para los productores de vacunas y se generaron alianzas entre
paises como Francia y Argentina junto al laboratorio Merieux que se asociaron para la produc-
cién de vacunas, convenio que se replicé en otros paises de Eurasia y Africa. El objetivo de
estas alianzas fue descentralizacion de la produccion para disminuir riesgos. Como consecuen-
cia de la decisidn de los granjeros de dejar de vacunar en 1956 se produjo un nuevo brote ge-
neralizado en toda Europa.

Una de las estrategias para disminuir el volumen de la dosis, aparte de mejorar métodos de
concentracion, fue adicionar saponina como adyuvante, logrando una dosis de 5ml con la que
se logré vacunar el 80% de los animales generando en ciertas regiones el estado de casi libre

de la enfermedad.
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Tabla 1: La patogenia de la Fiebre Aftosa

Patogenia de la Fiebre Aftosa
Inhalacion o ingesta del virus
Infeccion en células epiteliales de la
cavidad nasal, laringe, faringe, traquea y

esofago

Replicacion del virus y diseminacion a las
células adyacentes

Paso del virus a torrente sanguineo y
linfatico

Infeccién de los nodulos linfaticos y otras
glandulas

Infeccion de células de la cavidad oral,
patas, ubres, rumen

Comienzo de Fiebre

Aparicion de vesiculas (Ulceras) e
intensificacion de los sintomas

Salivacion, descarga nasal y claudicacion
Ruptura de las vesiculas (ulceras)

Finaliza la fiebre

Finalizacion de la viremia y comienzo de la
produccién de anticuerpos

Disminucion del titulo viral en varios
tejidos y liquidos

Lesiones empiezan a cicatrizar. El animal
empieza a comer

Desaparicion gradual de virus en tejidosy
liquidos

Aumenta la produccion de anticuerpos

Enfermedad resuelta. Virus persiste en la
faringe ( animal portador
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Para evitar que los granjeros tomaran decisiones que ponian en peligro la sanidad en

el ganado, a partir de 1961 el gobierno requiere que se vacune obligatoriamente cada 6 me-
ses. Con la reduccién de la dosis mas el rifle sanitario se completa la estrategia de control. En
la década del 70 se reemplazaron los inactivantes formol y glutaraldehido por etileamina bina-
ria, mejorarando los controles de inactivacion. Hoy en dia se reemplazé el método de Frenkel

por el cultivo en células de embrién de hamster.

Caracteristicas y clasificacion

La vacuna contra la FA es una stock vacuna o vacuna convencional. El sustrato vacunal
es el virus de la fiebre aftosa entero, inactivado y homologo. Es una vacuna polivalente, que
en los ultimos afios y por las caracteristicas epidemioldgicas de la enfermedad en la regién,
paso a ser tetravalente. Las cepas incluidas en la vacuna son: O1 Campos, A24 Cruzeiro, A
Argentina 2001, C3 Indaial. También contiene adyuvante, hidréxido de aluminio mas saponi-
na, o adyuvante oleoso como aceite mineral. La administracién es parenteral, intramuscular
y su funcién es profilactica y metafilactica segun la situacion epidemiolégica al momento de

su utilizacion.

Produccion de vacuna contra la FA

Obtencion de Cepa- Inmunégeno vacunal

La vacunacion contra un serotipo de la FA no proporciona una proteccién cruzada contra otros
serotipos e incluso puede darse el caso que no proteja contra otras cepas del mismo serotipo.
Por esto es sumamente importante obtener cepas de brotes que afecten a la regiéon de cria de
ganado susceptible y poder cotejar caracteristicas inmunogénicas con las cepas vacunales.

-Seleccién de virus naturales para la concordancia de vacunas. Seleccion de cepas vacuna-
les concordantes.

La seleccion de la cepa vacunal adecuada es central para el control de la FA mediante pro-
gramas de vacunacion, asi como para el establecimiento y mantenimiento de reservas de in-
mundgenos vacunales que se puedan utilizar en caso que surjan nuevos brotes. En estos
tiempos ya existen reservas de inmundgenos vacunales contra los cuales se prueba el virus
aislado en un brote. Para evitar los riesgos de la manipulacién de virus, existen varios métodos
serolégicos in vitro que cuantifican las diferencias antigénicas entre las cepas aislada del brote
de FA vy, a partir de ahi, estimar la probable protecciéon cruzada entre una cepa vacunal y un
aislamiento natural. A este proceso se lo denomina “concordancia vacunal”. La caracterizacion

genética (analisis de secuencia del gen VP1) y el perfil antigénico (mediante la prueba de Fija-
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cion de Complemento o ELISA) también pueden revelar la emergencia de nuevas cepas para
las que se requiera la concordancia vacunal y, a la inversa, pueden indicar que un aislamiento
dado es similar a otro para el que ya se dispone de informacién sobre concordancia vacunal.

Por lo tanto las cepas vacunales pueden ser cepas aisladas en un brote, en el caso que no
presenten concordancia vacunal con los inmundgenos vacunales en stock, ya caracterizados.
Por otro lado si la cepa del brote tiene concordancia vacunal con las cepas stock, se utilizaran
estas ultimas para formular la vacuna.

-Validacion como cepa vacunal

Los virus del indculo primario (el que se emplea para la produccién) deben estar caracteri-
zados antigénicamente vy, si es posible también genéticamente, y se debe demostrar que son
puros y estan libres de todos los agentes extrafios declarados por la autoridad competente.
Debe establecerse la homologia con los aislamientos originales candidatos y debe demostrarse

la efectividad contra las cepas circulantes de las que ellos se derivan.

Método de produccién

El método de propagacién del virus recomendado para la produccion del inmunégeno vacunal
es el crecimiento de virus de la FA en grandes cantidades de cultivos en suspensiéon o en mono-
capa utilizando lineas celulares en condiciones de esterilidad. Es importante destacar que el
virus es vulnerable al ataque por enzimas proteoliticas, como las producidas por microorganis-
mos. También resulta critico el control del pH y de la temperatura debido a la labilidad del virus a
estos factores. Ambos parametros de cultivo deben controlarse con precision. La temperatura
Optima para el crecimiento celular y virico esta en el rango de los 37°C, la temperatura de desna-
turalizacion esta alrededor de 26°C. Durante las siguientes fases de la produccion, la temperatura
debe reducirse a 4-6°C. Los virus deben mantenerse a un pH cercano a 7,6 y nunca por debajo
de 7,0. Se utiliza una cepa adecuada de virus para infectar una suspensiéon o monocapa de una
linea celular establecida, como células de rifién de hamster bebe o BHK (por su sigla en inglés).
Tales cultivos deben estar libres de microorganismos contaminantes, como virus adventicios,
bacterias, hongos. Cuando el virus alcanza su titulo maximo, lo cual se determina por infectividad,
Fijacion de Complemento y otras pruebas, el cultivo se clarifica, a menudo tratandolo con cloro-
formo seguido de centrifugacion y filtracién. A continuacién, el virus se inactiva afiadiendo etileni-
mina, normalmente en forma de etilenimina binaria (BEI) que se afiade a la suspension de virus
mantenida a 26°C. Normalmente, la inactivacion se prolonga durante 24 horas, seguida de una
segunda dosis de BEI durante otras 24 horas mas. La duracién del tratamiento con BEI y la tem-
peratura utilizada para la inactivacion debe validarse segin cada caso o laboratorio. Después de
la inactivacion, la neutralizacion de cualquier BEI residual en el producto se neutraliza con una
solucion de tiosulfato. El virus inactivado se puede concentrar por ultrafiltracion, precipitacion con
polietilenglicol o adsorcion con dxido de polietileno; el virus concentrado e inactivado puede purifi-
carse aun mas por procedimientos mas sofisticados como la cromatografia. Si es necesario, esta
soluciéon madre de inmundégeno vacunal concentrado se pueden mantener a -70°C o a temperatu-

ras mas bajas durante muchos afios. Normalmente las vacunas convencionales contra la FA se
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presentan en forma acuosa y con adyuvante oleoso. En la formulacion final, la vacuna acuosa, se
prepara adsorbiendo el virus en gel de hidroxido de aluminio como adyuvante. Otros componen-
tes del producto final incluyen antiespumante, rojo de fenol (dependiendo de la legislacion de
cada pais), hidrolizado de lactoalbumina, caldo de triptosa con fosfato, aminoacidos, vitaminas y
sales tamponadas. También se incorpora un segundo adyuvante, la saponina, y merthiola-
te/cloroformo como conservante. Las vacunas con adyuvante oleoso se formula utilizando aceites
minerales de alta calidad, como Marcol y Drakeol. Las vacunas oleosas tienen varias ventajas
sobre la vacuna estandar con hidroxido de aluminio/saponina, sobre todo su eficacia en los cer-
dos por la prolongacion de la duracion de la inmunidad. El aceite mineral se pre-mezcla, por lo
general, con un agente emulsionante, como el monooleato de manosa, antes de afiadir una pro-
porcioén o el total de la fase acuosa de la vacuna, y se emulsiona mediante un dispersador coloi-
dal, o un emulsificador mecanico continuo o de flujo ultrasénico. Se pueden producir emulsiones
dobles mas complejas (agua/aceite/agua) emulsionando de nuevo en una fase acuosa que con-
tenga una pequena cantidad de detergente, como Tween 80. Una alternativa adicional es la re-
presentada por los adyuvantes oleosos "listos para usar" ha supuesto un avance significativo en
los ultimos afios. Los aceites con ésteres del acido octadecenoico y 2,5 anhidro-d-manitol, por
ejemplo, forman faciimente emulsiones dobles o mezcladas (agua/aceite/agua) que son estables
y de baja viscosidad sin que se necesite un equipo emulsionantes sofisticado. Cuando se utilizan
componentes novedosos, incluido el adyuvante oleoso, en cualquier vacuna, es importante tener
en cuenta que debe evaluarse su estatus relativo a los residuos en productos derivados de espe-
cies usadas en la fabricacion de alimentos para garantizarle a la autoridad expendedora de licen-
cias la inocuidad para los consumidores. Este requisito limita de forma considerable la gama de

adyuvantes que se pueden utilizar en especies utilizadas en los alimentos.

Controles de Proceso
Estos controles se realizan en cada una de las etapas midiendo parametros en los diferen-
tes puntos criticos. El control de pH y temperatura o control de inactivacion, son controles cla-

ves para la calidad de la vacuna. Para mas detalles consultar al manual de la OIE (OIE 2007).

Controles de producto final
Las pruebas sobre el producto final que deban utilizar ganado vacuno se realizan bajo su-

pervision del SENASA

Inocuidad: En un niumero adecuado de cabezas de ganado se realiza una prueba de toxi-
cidad local y sistémica sobre un lote de ensayo de vacuna.

Potencia: La prueba de potencia se puede realizar en animales o por pruebas serolégi-
cas. Los animales utilizados son bovinos que deben cumplir ciertas caracteristicas (mas de 6
meses de edad, procedentes de areas libres de FA, sin vacunacion previa contra la FA y no
reactores a los diferentes tipos de virus de la FA). Se deben vacunan tres grupos de por lo me-

nos cinco animales, y un grupo se deja como control de dos animales no vacunados.
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El desafio se realiza 3 semanas (presentacion acuosa) y hasta 4 semanas (aceite) postva-
cunacion. Se utiliza una suspensién de virus bovino completamente virulento y apropiado a los
tipos de virus presentes en la vacuna ensayada, se inocula por via intradérmica en dos zonas
de la superficie superior de la lengua. Los animales se observan durante por lo menos 8 dias.
Los animales control mostraran lesiones en otros sitios ademas de la lengua y desarrollaran
lesiones en al menos tres patas. Del numero de animales protegidos en cada grupo, se calcula
la PD50 (dosis protectora media) que contiene la vacuna.

Las pruebas de potencia en otras especies, como ovejas, cabras o bufalos, o son diferentes
0 no estan estandarizadas.

Para establecer la potencia de una vacuna también se pueden utilizar otras pruebas indirec-
tas. Se puede utilizar seroneutralizacién in vivo o in vitro, ELISA.

Pureza: Es un control para determinar la presencia de anticuerpos frente a proteinas no
estructurales

Segun el Cédigo de Salud de la OIE para animales terrestres estipula un criterio para volver
a establecer un estado de ausencia de FA después de un brote, en un contexto de programa
de vacunacion, se testea la presencia de anticuerpos contra PNE en animales vacunados. Un
procedimiento es vacunar terneros con una dosis doble de vacuna que contenga el maximo
numero y cantidad de inmunoégenos permitidos. Estos terneros deben vacunarse al menos tres
veces durante un periodo de 3—-6 meses y 30-60 dias posteriores realizar el serodiagndstico
para detectar la presencia de anticuerpos contra las PNE. Las PNE analizadas son 3A, 3B, 2B,
2C, 3ABC y las pruebas utilizadas son ELISA convencionales o de captura y los positivos se
confirman por Western blot.

Duracion de la inmunidad: Para establecer un nivel satisfactorio de inmunidad, lo normal

es proceder a una primera fase de dos inoculaciones, separadas 2-4 semanas entre si, seguida
por una revacunacion cada 4-12 meses. La frecuencia de revacunacion dependera de la situa-
cion epidemioldgica y del tipo y calidad de la vacuna utilizada

Estabilidad: La caducidad de las vacunas convencionales contra la FA suele ser de 1-2
afos a 4°C. Es un punto critico ya que estas vacunas son sensibles a la temperatura y no de-

berian congelarse ni mantenerse por encima de 4°C.

Control de lote

Para mayor y detallada informacién consultar el capitulo de Fiebre Aftosa de la OIE (OIE 2007)

Respuesta inmune inducida por la vacunacién

Inmundégeno vacunal

El producto de la replicacion viral durante la produccién de la vacuna da como resultado una

mezcla antigénica, compuesta por proteinas irrelevantes y una pequefia cantidad de proteinas
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virales: proteinas estructurales (PE) y proteinas no estructurales (PNE) del VFA. Las PE inclu-
yen: 1- particulas virales enteras (146S); 2-subunidades (75S); 3- agrupamientos de pentame-
ros (12S) y proteinas virales VP (1, 2 ,3). La inmunogenicidad esta relacionada no solo con la
composicion quimica del inmundgeno, sino por su distribucién espacial en la estructura viral,
las particulas virales enteras son 10 veces mas inmunogénicas que las subunidades y 100
veces mas inmunogénicas que los agrupamientos de pentameros. Las particulas virales ente-
ras deben contener a la VP1 integrada e intacta para que sea realmente inmunogénica, su
alteracion (por ejemplo por accién de proteasas) y a pesar de no alterar la estabilidad de la
capside, disminuye mucho la inmunogenicidad del virus y por ende la de la vacuna. No todos
los subtipos del VFA se comportan de la misma manera, el cultivo del VFA serotipo A da como
resultado mayor concentracion de subunidades que de particulas virales enteras, por lo tanto
en la formulacion aparece en mayor concentracion. La pérdida de la conformacion de los epito-
pes en la estructura de la capside viral y la consecuente pérdida de la inmunogenicidad, hacen
foco en la importancia de la integridad de la capside viral de las vacunas convencionales y ex-
plica porque las vacunas de nueva generacién presentan menos inmunogenicidad induciendo
una muy pobre respuesta inmune protectora.

El VFA es una particula relativamente inestable en términos de sensibilidad a la temperatura
y el pH, lo que tiene mucha importancia en la estabilidad del inmunégeno vacunal, sobre todo
cuando la cadena de frio no se respeta. La estabilidad del virus frente al pH varia segun el se-
rotipo, por ejemplo la cepa C Noville es mas labil en medio acido que el serotipo virales Ay O,
la integridad e infectividad de la particula viral se ve afectada cuando el pH esta por debajo de
pH7 y 7,5 respectivamente. La infectividad también se ve reducida cuando se sobrepasa el pH
8 en el caso de los serotipos Ay O, y por arriba de 8,5 en el caso del serotipo C. El glutaral-
dehido que se le agrega como excipiente a la formulacién vacunal tiene como funcion prolongar
la estabilidad de la particula.

Las PNE no generan respuesta inmune protectora, ya que los anticuerpos especificos con-
tra ellas tienen poco o nula capacidad de neutralizar a la particula viral entera. El proceso de
ultrafiltracién permite conservar las particulas virales y deshacerse de las proteinas solubles
entre las que se encuentran las PNE, evitando asi la interferencia en el diagnostico seroldgico

de los animales sospechosos de padecer FA.

Respuesta humoral

Como toda respuesta primaria frente una primovacunacioén la primera inmunoglobulina en
aparecer contra la FA es la IgM. Aparece entre el 2do o 4to dia postvacunacion y perdura por
un largo periodo de tiempo, mas de 80 dias. La IgG aparece después del 4to dias postvacuna-
cion y tiende a hacer el pico de concentracion a los 35 dias. La cinética de la respuesta humo-
ral esta sujeta al tipo de adyuvante presente en la formulacién de la vacuna. El subtipo predo-

minante de IgG inducidas por vacunas convencionales es el subtipo IgG1, en cambio en vacu-
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nas a subunidades el isotipo predominante es IgG2, teniendo en cuenta la proteccion estimula-
da por ambas vacunas, se infiere que el subtipo IgG1 es el mas importante en la inmunidad
humoral protectora en bovinos.

La protecciéon vacunal después de una sola dosis de vacuna tiende a ser de corto plazo,
como se senald previamente esto depende mucho del tipo de vacuna asi como de la presencia
y nivel de anticuerpos maternales y su posible interferencia.

La respuesta inmune postvacunal en las mucosas es muy diferente a la respuesta que ge-
nera la infecciéon natural. La induccién de IgA secretoria (IgAs) depende mucho del tipo de va-
cuna y el intervalo entre dosis. Normalmente la revacunacién con vacunas convencionales no
genera niveles significantes de IgAs en mucosas. Se ha demostrado en forma experimental que
varias dosis de vacunas o el aumento en varias veces la dosis vacunal en una aplicacién pro-
mueve la aparicién de IgAs en mucosa orofaringea.

Las Igs que se detectan en orofaringe son tanto IgM como IgG, de esta ultima predomina el
subtipo 1gG1. Este fendmeno se ve favorecido por la reaccion inflamatoria en la orofaringe que
permite la trasudacion de las Igs a la mucosa.

En cerdos luego de vacunar con una formulacion oleosa aparecen anticuerpos neutralizan-
tes a los 3 o 7 dias en orofaringe, el titulo no se modifica por revacunacion. En cambio la res-
puesta humoral sistémica aumenta en cada revacunacién. La vacuna agua en aceite es mas

efectiva en esta especie.

Respuesta celular

La vacuna contra la FA induce linfocitos T de memoria, aunque con una sola dosis la res-
puesta celular es débil. A diferencia de la respuesta humoral, la respuesta celular frente a la
infeccion no parece ser muy superior a la respuesta por vacunacion. La respuesta celular pre-
senta reaccién cruzada entre diferentes serotipos, no asi la respuesta humoral. Esta reactividad

cruzada se atribuye a los epitopes altamente conservados de la VP1, VP2 y VP3.

Duracion de la inmunidad

La duracion de la inmunidad es muy variable y depende del tipo de vacuna utilizada, ya que
varia mucho la calidad del inmunégeno vacunal y los adyuvantes utilizados. Generalmente se
acepta que las vacunas oleosas generan una respuesta inmune de mayor duracién que aque-
llas que utilizan hidroxido de aluminio/saponina como adyuvante. La duracién de la inmunidad
de forma efectiva no depende solamente de la respuesta de memoria que pudiera establecerse
luego de la vacunacion, sino también del subtipo de inmunoglobulina inducido y particularmente

en la magnitud de la respuesta inicial.
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La inmunizacién a altas dosis de inmundgeno genera una alta concentracion inicial de anti-
cuerpos en suero que decrece rapidamente a bajos niveles y de baja afinidad. Por el contrario,
dosis bajas de antigeno genera, en un principio, un aumento moderado de anticuerpos, pero
que siguen aumentando en el tiempo y se consigue una concentracion y afinidad mucho mayor
que en dosis altas de inmundgeno.

En general la vacunacion contra la FA en bovinos genera un pico de anticuerpos en el dia
21 0 28 pos vacunacion, aunque a veces se ha registrado el pico en el dia 14. El titulo de anti-
cuerpos vacunales puede declinar rapidamente o mantenerse relativamente elevado por varios
meses antes de caer a niveles por debajo de los de proteccion. Este ultimo perfil serologico se
reconoce mas frecuentemente en las vacunas oleosas.

Es innegable que las vacunas contra la FA no generan inmunidad de larga duracion, y
por eso se hace necesaria la revacunacion regular para mantener un nivel protector de

anticuerpos vacunales.

Plan de control y erradicacion

La naturaleza altamente contagiosa de la FA, asi como el amplio rango de hospedadores
que presenta, sumado a la facilidad de diseminacion y dispersién del virus, tanto nacional e
internacionalmente, hace de vital importancia que las autoridades sanitarias nacionales conti-
nuen controlando y auditando la produccién de vacunas que garantice la alta calidad que re-
quiere esta enfermedad. La disminucion o suspension de la vacunacion en regiones endémicas
supone consecuencias desastrosas para el estatus sanitario de las naciones y el mundo.

En el pais existe un Programa Nacional de Lucha contra la Fiebre Aftosa que rige desde
1994. La FA es una enfermedad de denuncia obligatoria e inmediata. Las campafas de vacu-
nacién se implementan en forma efectiva a partir de la década del 90, la aplicacion de un nuevo
plan de erradicacion permitié cortar la circulacion viral mediante la vacunacion y vigilancia epi-
demioldgica. Con un corto periodo de “Pais libre de fiebre aftosa sin vacunacion”, la necesidad
de mantener una inmunidad poblacional sélida y persistente para contrarrestar la compleja
situacion regional de fronteras, sobre todo en el norte del pais, se decide mejorar el plan de
erradicacion bajo 4 pilares fundamentales: 1-Vacunacion sistematica, obligatoria y universal de
los bovinos. 2- Control del mantenimiento de la cadena de frio de la vacuna. 3- Sistema eficaz
de identificacion de los bovinos. 4- Participacion activa de los productores como parte ejecutora
de las politicas delineadas a nivel nacional por el SENASA. Bajo este programa se logra la
interrupcion de la circulacion viral para la poblacién bovina, y se solicita a la OIE el reconoci-
miento de “Zona libre de fiebre aftosa que practica la vacunacién” al territorio ubicado al norte
del paralelo 42°. Otra medida importante fue establecer “Cordoén fronterizo” de 25 Km de ancho
contra las fronteras de Bolivia y Paraguay que comprende territorios de las provincias de Salta

y Formosa, extendido a las provincias de Corrientes y Misiones, territorio donde se vacuna a
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todos los animales susceptibles, con el objetivo es evitar la introduccion de la enfermedad en el
territorio nacional.

Existen controversias con respecto al rol de los carriers o portadores, en la diseminacion y
mantenimiento del virus. Se define como carrier a aquellos animales de los que el virus de la
FA puede ser aislado luego de 28 dias postinfeccion. Algunos sostienen que esta caracteristica
por si sola no deberia ser concluyente y que aparte, deberia ser capaces de transmitir la infec-
cion de manera comprobada. Segun la especie esta condicion puede no existir, por ejemplo en
cerdos, o puede durar por varios afios (5 en el bufalo de agua). A pesar que no se ha podido
demostrar fehacientemente el rol del carrier como principal responsable de la trasmisién del
virus en un brote importante, igualmente se le atribuye cierto rol en la transmision especialmen-
te en poblaciones de bovinos suceptibles o con vacunacion deficiente. La implementacion de
campafas de vacunaciéon adecuadas, con inmunégenos de calidad, son suficientes para redu-
cir al minimo la persistencia de carriers.

La zona libre de fiebre aftosa sin vacunacién esta conformada por la Patagonia al sur del
paralelo 42° a la que se le suma una pequefia zona de altos valles andinos, denominada Valles
de Calingasta, de la provincia San Juan. En la siguiente Figura se puede observar el detalle de

las diferentes zonas epidemiologicas de la FA en el pais. Figura: 3

Zonas reconocidas
por |3 OIE como libres
de Fiebre Aftosa

v Zona lbre ©on vacunackin
[ cordén fronterizo
[ centro neete
Zona lbre 5N vacunacion
Il Valies o2 Calingasta
> O Patagonia Nerte
[ Patagonia

Figura 3: Mapa politico de la Republica Argentina. Detalle de las zonas epidemioldgicas de la FA.
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Protocolo de vacunacion

El protocolo de vacunacion no es sindnimo de receta, y en ningun caso deberia repetirse sin
el debido andlisis de los factores que lo influencian. La dosis esta determinada en 2 ml por via
intramuscular o subcutanea en la tabla del cuello.

En el caso de la vacunacion contra FA existe un comité de expertos que conjuntamente con
el SENASA atendiendo los requisitos internacionales dispuestos por la OIE, sumado a la cali-
dad de las vacunas aprobadas y las circunstancias del pais, determinan el mejor protocolo de
vacunacion para controlar esta enfermedad. Para ellos se implementan medidas como las que
se discuten a continuacion.

Se establecen periodos de vacunacion antiaftosa para bovinos por Regiones, en el Territorio
Nacional, acorde al cronograma que surja de las condiciones epidemiolégicas, de las caracte-
risticas geograficas y productivas de las mismas. Se realizan dos campafias de vacunacion, en
una se vacunan a todas las categorias y en la otra campafa se vacuna a animales menores de
dos anos. Deben vacunarse todos los animales mayores de 6 meses. En el contexto de la va-
cunacion antiaftosa, se considera animal adulto a aquel que fue vacunado en forma consecuti-
va en cuatro oportunidades en los periodos correspondientes a cada plan, en los dos primeros
afios de vida, al resto de la categorias se los considera bovinos menores.

Lo ideal que estos periodos de vacunacion no se extiendan los sesenta dias corridos, vacu-
nando la totalidad de los bovinos existentes en el area geografica de accién de cada plan es-
pecifico. También se dispuso como medida de contencién que durante los meses de vacuna-
cion establecidos en cada plan, se prohibe el movimiento de hacienda de aquellos estableci-
mientos que no hayan completado la vacunacion y registro de la totalidad de los bovinos. Estan
exceptuados a esta regla los animales con destino a faena inmediata o mercado terminal,
siempre y cuando no se haya excedido la fecha de vencimiento de la vacunacion del estable-
cimiento remitente.

Se considerara vacunado, a todo bovino que haya sido inoculado en tiempo y forma por
personal reconocido y autorizado por SENASA,; respetando en todos los casos los periodos de
vacunacion; los plazos intervacunales; las exigencias del programa y que sean registrados en
la Oficina local del SENASA que corresponda. Se debe registrar el acto de vacunacién en to-
dos los casos, y el registro resultante debe acreditarse en el Ente Sanitario Local en la Oficina
de SENASA de la jurisdiccion.

A las disposiciones de SENASA se debe sumar el compromiso del productor para que las
campanfas de vacunacién sean exitosas, para esto el establecimiento debe contar con las insta-
laciones minimas e indispensables que permitan efectuar adecuadamente las tareas de vacu-
nacion, a los efectos de disminuir los riesgos del operador y accidentes vacunales. También
debe conocer y acatar todas las normas relativas a la vacunacioén y movimiento de hacienda.

Los periodos de vacunacion antiaftosa también son disefiados segun las regiones. Para las
Regiones Central, Mesopotamica y Patagénica Norte A, la estrategia de vacunacion sistematica

sera la ejecucion de dos campanas de vacunacién en el afio, cuyas fechas para cumplir con el
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primer periodo se extenderan desde el 15 de febrero al 15 de mayo de cada afio, y el segundo
periodo del 15 de septiembre al 15 de diciembre. Para las Regiones del NOA y Cuyo, la vacu-
nacién en dos campanas asimétricas al afio, se cumplen en un primer periodo, desde el 1° de
marzo al 1° de mayo y el segundo periodo del 1° de julio al 1° de septiembre. Estos cronogra-
mas se ejecutan bajo la coordinacion de las Comisiones provinciales de Sanidad animal (CO-
PROSAS), encargadas de garantizar plazos establecidos aunque también podran adoptar,
cuando las condiciones de producciodn, ecoldgicas, climaticas, epidemiolégicas y otras de orden
Regional asi lo exijan, criterios ampliatorios con la intervencion y aprobacion previa de la Comi-
sion nacional de Lucha contra la Fiebre aftosa (CONALFA) y del SENASA.
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CAPITULO 5
Vacuna anticarbuncosa

Jorge Bernagozzi

El carbunco, carbunclo bacteridiano, carbén, grano malo o antrax es una enfermedad
zoondtica, infecto-contagiosa aguda o sobreaguda que afecta fundamentalmente a animales
herbivoros, causando epizootias con grandes pérdidas econémicas.

El Bacillus anthracises el agente etiolégico de la enfermedad y teniendo en cuenta la facili-
dad de cultivo, la capacidad de formar esporas de larga perdurabilidad en el ambiente y de
alta capacidad infectante.

El carbunco afecta tanto animales domésticos asi como salvajes y exdticos. La especie humana
es susceptible y el contagio se presenta a través de contactos con animales infectados, utensilios o
productos animales contaminados. Se han descripto casos de contagios a través de la ingesta de
alimentos cortados con cuchillos utilizados en necropsias, por monturas o aperos elaborados con

cuero de animales enfermos y la forma mas clasica, la enfermedad de los cardadores de lana.

Un poco de historia

Es una enfermedad muy antigua y las cronicas se remontan a referencias que datan del afio
3000 AC, aunque existe documentacion fehaciente sobre la enfermedad en Europa entre los
afios 1491 y 1190 AC. El carbunco se encuentra descripto en el Viejo Testamento (Exodus 9:3)
como dos de las diez plagas.

Hacia fines del siglo XV John Bell describe la enfermedad en las personas cardadoras de
lana y en 1850 Casimir Davaines, médico francés, describe por primera vez el agente etiologico
al observarlo en frotis de sangres de carneros infectados.

En 1876 Robert Koch lo aisla en estado puro y lo clasifica dandole el nombre de Baci-
llus anthracis.

Una vez aislado y tipificado del agente etioldgico, comenzé la investigacién para el desarro-
llo de vacunas destinadas a prevenir la enfermedad.

El primer uso exitoso de la vacuna se produce hacia los afios 1880 y 1881. En la célebre
experiencia realizada en Pouilly le-Fort, Jean- Joseph Henri Toussaint, William Smith Green-
field y Louis Pasteur, vacunaron y desafiaron con una cepa patdégena 24 carneros, 1 cabray 6

vacas con total éxito.
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A partir de esta experiencia exitosa se produjeron una serie de modificaciones de la vacu-
na, siendo una de las mas significativas la desarrollada por Max Sterne en 1937, donde empiri-
camente logra eliminar el plasmido pXO2 que codifica la capsula, desarrollando la vacuna anti-
carbuncosa que lleva su nombre a partir de una cepa acapsulada y acapasulégena de Bacillus
anthracis, unica vacuna autorizada por el SENASA (Servicio Nacional de Sanidad) en el pais.

Se han desarrollado ademas vacunas a toxoides, libres de gérmenes, adsorbidas en hidré-

xido de aluminio y hasta vacunas recombinantes a base de antigeno protector (rPA).

Agente etiolégico

El agente etiologico es el Bacillus anthracis. Pertenece al género Bacillus constituido por
bacilos grandes Gram positivos, aerobio, con capacidad de esporular y presenta capsula. Mi-
den aproximadamente 3 a10 ym de largo y 1 a 1,5 ym de ancho. No son exigentes desde el
punto de vista metabdlico, desarrollando muy bien en medios comunes con una temperatura
Optima de incubacion de 37°C y con capacidad de desarrollar entre 25 y 37°C.

La esporulacién comienza cuando las formas vegetativas empiezan a crecer en presencia
de medios envejecidos o en condiciones atmosféricas adversas Los esporos poseen una larga

sobrevida en el medio ambiente lo que facilita la prevalencia de la enfermedad.

Patogenia

Todas las especies susceptibles presentan las tres vias clasicas de infeccion: inhalatoria, diges-
tiva y cutanea, por abrasiones de la piel. Un parrafo particular merece algunos casos mencionados
por la inoculacion accidental de vacuna anticarbuncosa. Los bacilos son eliminados por los emunto-
rios naturales y en contacto con el oxigeno esporulan y permanecen viables durante afios depen-

diendo del tipo de suelo sobre todo en aquellos alcalinos con pH superiores a 6.

Factores de patogenicidad

Esporos

Forma de resistencia del bacilo. En contacto con el oxigeno del aire se produce la esporula-
cion y de esta manera perdura por afios en el suelo. Tiene forma esférica u oval, no deforma el

bacilo y mide aproximadamente 0,3 a 1 ym (Figura 1).
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Exogporo

Extoma

Media Cobertura
Interna

Corteza

Protoplasto
(corazén del esporo)

- Membrana
B protoplastica

Figura 1: Corte de esporo de B. anthracis. Protoplasto, corazén del esporo o core. Contiene el DNA y to-

dos los elementos necesarios en forma deshidratada con capacidad de dar nacimiento a la nueva célula.

Corteza. Finas laminas compuestas de peptidoglicanos, que le dan al esporo mucha resistencia a diver-

sos agentes injuriantes. Cobertura. Estructura proteica con capacidad de tamizar y excluir el paso hacia

la parte mas profunda del esporo de algunas enzimas y productos quimicos. Exosporo. Estructura mas
externa del esporo en forma de saco. Bacillus subtilis no posee esta capa.

Esta formado por varias capas, siendo la mas externa el exosporo, seguida hacia el interior
de una cobertura con tres capas o estamentos -externa, media e interna- luego la corteza, la

membrana protoplastica y el protoplasto o corazén del esporo.

Capsula

Es un factor importante en la patogenia de la enfermedad ya que impide la fagocitosis y pro-
tege al bacilo de la accion litica del complemento.

La capsula del bacilo es una estructura compuesta enteramente por acido poli- D-glutamico
o poli-D-y-glutamato y esta codificada en el pXO2.

La cepa Sterne es resultado de la perdida de este plasmido y se define como cepa acapsu-

lar y acapasulégena.

Toxina

La toxina producida por las formas vegetativas del B. anthracis provoca la muerte del indi-
viduo y la posterior liberacién de los esporos al medio para reiniciar el ciclo. La existencia de las
toxinas fue constatada por Smith y Keppie en el afio 1954 al demostrar que el suero de cobayo
infectado por Bacillus anthracis esterilizado por filtracion y por lo tanto libre de bacterias era
capaz de producir la muerte de un cobayo sano cuando se lo inoculaba por via endovenosa.

Bacillus anthracis produce una unica toxina de estructura proteica codificada por un plasmi-
do termosensible denominado pXO1. Esta constituida por tres factores antigénicamente dife-

rentes, codificados por genes plasmidicos distintos y denominados:
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1-el antigeno protector, PA, (protector antigen) o FP (factor protector), 2-el factor edemato-
geno o FE o EF (edema factor) 3- el factor letal o FL o LF (lethal factor).

El PA es el vehiculo que permite el ingreso a las células del hospedador de los otros dos
factores. Cada molécula de PA se une en forma aleatoria al FE o al FL, constituyendo a través
de esta union la toxina edematdgena y la toxina letal respectivamente.

Los tres componentes de la toxina del antrax son secretados en forma independiente y se en-
cuentran libres en las fases liquidas de la sangre, en la linfa y también en los tejidos. La activacion
s6lo se produce cuando la fraccidon PA se une a su receptor especifico en la superficie celular

La bacteria cuenta con otros factores de virulencia que se enumeran en el siguiente cuadro

Otros factores de virulencia

Factor de virulencia Caracteristica

Siderdéforos.

Bacilibactina y petrobactina Captacion de hierro

Estructura que rodea la célula vegetativa.
Capa S o S-layer (surface layer) Funcién de tamiz para ciertas sustancias.
Facilita adherencia a macrofagos

Lipoproteina MntA Relacionada con el crecimiento y resistencia al
sistema inmune

Sintetasa de 6xido nitrico. baNOS Previene el dano del ADN viral

Susceptibilidad de las especies a la infecciéon

Existen notables diferencias de sensibilidad a la infeccion entre las diversas especies. La
cabra es la mas sensible y se considera especie centinela. Le siguen los 6vidos, excepto los
carneros de Argelia, bovinos, equinos, cerdos. Los perros y gatos, si bien son bastante resis-
tentes enferman y suelen morir por edema de glotis y trastornos gastrointestinales. Las aves
son muy resistentes y las carrofieras pueden eliminar esporos por sus heces

Los ratones y ratas son sensibles pero algunas razas son resistentes. Los cobayos son sen-
sibles a la inoculacion del bacilo y/o sus toxinas.

Los animales poiquilotermos, entre ellos los peces, son muy resistentes.

Patogenia de la enfermedad

El esporo constituye la forma de resistencia del bacilo y asegura la permanencia del mismo
en el medio ambiente y la fuente de infeccion principal. La capsula impide o retarda la fagocito-

sis facilitando la multiplicacién de las formas vegetativas.
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Las toxinas dan el golpe de gracia provocando la muerte del animal.

El proceso de activacién de la toxina lo podemos resumir de la siguiente manera.

La toxina es una tipica A-B toxina donde los componentes de la misma se secretan por se-
parado y precisan activarse luego de elaborados.

Existen tres tipos de receptores en los que el primer eslabén de activacion de la toxina pue-

de unirse y donde va a comenzar la activacion del PA. Ellos son los denominados:

-TEMS8, marcador tumoral del endotelio 8 o también denominado ANTXR1.

-CMG2, proteina 2 de la morfogénesis celular o también ANTXR2.

-Beta1 integrina, recientemente descripta, con propiedades de cumplir funciones de receptor.

El precursor PA pesa 83 kD, es secretado por el bacilo y debe ser activado proteoliticamen-
te por tripsina, por una proteasa no identificada del suero o por proteasas ubicadas en la su-
perficie celular (furinas o furinas like) que reconocen ciertas secuencias.

Después de la protedlisis, el PA, ya sea en soluciéon o adherido a la célula, pierde una frac-
cion de unos 20 kD, dando lugar a la formacion del PA63, modificando su estructura y gene-
rando una configuracion compuesta por homoheptameros hidrofobicos. Esta nueva forma,
cuando se encuentra en vesiculas (endosomas) con un pH inferior a 7, adquiere la capacidad
de formar canales en la membrana de la célula, los que son rapidamente obstruidos por blo-
queadores especificos. El FL y el FE poseen, como terminal, un heptapéptido que se integra
con el PAG3, existiendo una competitividad entre ambos, que determina la unién en forma alea-
toria de sélo uno de ellos. El PA activado puede asociarse con mas de 3 moléculas de FL o FE.
El proceso finaliza con la liberacion en el citosol de las moléculas toxicas neoformadas.

Una vez en el citosol ejercen su actividad especifica.

20 Kd
ESCISION FORMACION DE PORO
/ - \ -
@ 7 @ E I
a / UNION
ALEATORIA

FURINAS POLIMERIZACIO

RECEPTORES
DE MEMBRANA
TEM 8/CMG2

TRASLOCACION
AL CITOSOL

\® @

LIBERACION DE FACTORES TOXICOS
T. LETAL/T.EDEMATOGENA

VESICULA ENDOCITICA
C/CLATRINA

Figura 2: Esquema clasico de la formacion de las toxinas e internalizacion al citosol celular. EI PA se une a su receptor
especifico. Por accién enzimatica de las furinas se libera una fraccién de 20Kd. El PA, ahora de 63 Kd, se polimeriza y
da lugar a la formacién de un poro donde. Se uniran en forma aleatoria el FE o el FL. Endocitosis a través de vesiculas
recubiertas con clatrina. Traslocacién al citosol y liberacion de la toxina letal provocando muerte celular, temprana o
retardada, y de la toxina edematégena provocando edema e inhibicién de fagocitosis.
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Vacunas

Teniendo en cuenta la gravedad de la enfermedad, la casuistica, mortalidad y especies
afectadas, incluida la humana, una vez aislado y clasificado el agente etioldgico, los esfuerzos
estuvieron dirigidos a la prevencion de la enfermedad a través de vacunas.

Las experiencias personales de Louis Pasteur, Robert Koch y otros microbiélogos contem-
poraneos, demostraron que la inoculacién de bacilos envejecidos o calentados que habian
perdido su capacidad de multiplicacién, protegian a los animales inoculados cuando a estos se
le descargaba la misma cepa, pero patégena.

Pasteur tenia una vasta experiencia en la prevencion de enfermedades de la gallina a través
de la inoculacion de bacilos calentados.

Sometié al Bacillus anthracis a una temperatura de incubacion superior a la recomendada. La
incubd a 42-43°C definiendo esta temperatura como “temperatura disgenésica” para el bacilo.

La primera experiencia con esta vacuna data del afio 1881 y fue llevada a cabo por el
‘propio Pasteur conjuntamente con Jean- Joseph Henri Toussaint y William Smith Greenfield
en Pouilly le-Fort.

La experiencia consistié en una primera inoculacién con una vacuna elaborada a partir de
una cepa cultivada a 42-43°C durante 15 a 20 dias. Esta cepa fue conocida y utilizada como
vacuna en forma comercial, con el nombre de cepa Pasteur I.

La segunda dosis aplicada dos semanas después consistié en una inoculacién con una ce-
pa que habia sido sometido a la misma temperatura de incubacion pero durante menos dias,
10 a 12, y por lo tanto resulté ser mas agresiva. Esta cepa fue conocida como Pasteur Il. La
cepa Pasteur | era patdgena para ratones y cobayos y la Pasteur Il, mucho mas patégena lle-
gando a afectar conejos.

Pasteur crey6 erroneamente haber atenuado la cepa mediante ese proceso de incubacion. En
realidad el cultivo a temperatura disgenésicas logra eliminar al menos 10 plasmidos que determi-
nan la capacidad de formar PA'y FL (Sterne 1937; Blaustein et al 1989; Mikesell et al 1973).

El grado de atenuacion de la cepa dependia entonces de la mayor o menor cantidad de formas
vegetativas que habian perdido el plasmido y por ende la capacidad de producir toxina. El remanen-
te que lo conservaba tenia la capacidad de elaborar la toxina y por lo tanto de ello dependia la ca-

pacidad patdgena de la cepa y la capacidad inductora de anticuerpos de la misma.

Luego de esta experiencia exitosa la vacuna elaborada por Pasteur adquirié una excelente
reputacion extendiéndose su uso a lo largo de todo el mundo incluida la Argentina. Fue una
vacuna que se aplicé exitosamente durante mas de 50 afos, pero si bien colaboro eficazmente
en el control de la enfermedad, con el devenir de los afios y la masificacion de su uso, comien-
zan a aparecer algunos inconvenientes, entre los que pueden mencionarse el diferente grado
de patogenicidad de los diferentes cultivos aun realizados en la misma forma, ya que depende

la misma de la relacién en que se encuentren formas vegetativas patdégenas vs no patdgenas.
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Eran vacunas de dificil estandarizacion y complicadas de aplicar en aquellas especies muy
sensibles al carbunco.

La vacuna sufrié una serie de modificaciones pero siempre partiendo de la base de la elabo-
rada por Pasteur. Zenkowski (1887), recomendé el uso de glicerina para suspender las vacu-
nas esporuladas, con un triple objetivo: inhibir el desarrollo de contaminantes, aumentar la lon-
gevidad de los esporos y actuar como adyuvante de la inmunidad.

Otros autores propusieron la aplicacion simultdnea de vacuna y suero anticarbuncoso, lo
cual tornaba engorroso y poco seguro el procedimiento ya que una dosis grande de vacuna
(esporos) podria matar al animal y una pequefia no seria inmundgenica ya que el suero con-
trarrestaria los efectos de la vacuna. Este método fue propuesto por Sorberhein (1913), quien
adiciono suero a la segunda aplicacion, es decir a la cepa menos atenuada.

Todas las vacunas elaboradas con esporos atenuados de ese entonces deben considerarse
como ligeras modificaciones del método original propuesto por Pasteur.

Durante las décadas de 1920 y 1930, la vacuna original sufrié importantes modificaciones.
Durante la primera de las décadas mencionadas, a la vacuna original de Pasteur se le adicion6
un 50-60% de glicerina.

En esta década también se realizaron experiencias con la aplicacion de una dosis Unica de
vacuna suspendida en glicerina de una cepa lo suficientemente atenuada que no era patégena
para conejos pero mantenia la patogenicidad para cobayos. Todas las vacunas elaboradas con
la cepa Pasteur resultaron muy dificiles de estandarizar.

Entre los afios 1929 y 1937 se realizaron distintas experiencias con diferentes tipos de va-
cunas, adicionandose entre un 4 y un 10% de saponina para atenuar la virulencia de la cepa.
La saponina es un detergente que provoca una inflamacion muy intensa, limitando la disemina-
cion de los esporos, haciendo la vacuna mas segura y favoreciendo la induccion de la inmuni-
dad. Sin embargo, es capaz de producir fuertes reacciones inflamatorias y de hipersensibilidad,
cuando la pureza de la saponina no es la adecuada.

El método original fue propuesto por Mazuchi (1931) quien adicionaba a la vacuna original
entre 2 y 5% de saponina.

Una de las vacunas mas conocidas fue la Carbazoo, producida por el Instituto Seroterapico
Milanés y luego en Estados Unidos por el laboratorio Lederle.

Estas vacunas estaban preparadas a partir de cepas de alta patogenicidad, y para reducir la
misma, muchos autores de la época, incluido Max Sterne consideraban que el agregado de
saponina disminuia la peligrosidad de las mismas. De esta manera llegaron adicionar saponina
a la vacuna hasta en una concentracion del 10% que provocaba gravisimas reacciones adver-
sas. El propio Sterne, antes de desarrollar la vacuna que lleva su nombre disminuyé la concen-
tracién de saponina entre el 0,1y el 0,5%

Max Sterne, nacido en ltalia, en 1905, logré desarrollar una vacuna a partir de una cepa de
carbunco patdgena en el afio 1937.

La cepa patogena aislada fue cultivada durante 24 horas en un medio que contenia 50% de

suero equino en una atmésfera con un 30% de anhidrido carbonico. Obtuvo una cepa rugosa

78



acapsulada y acapsulégena, es decir sin cdpsula y sin capacidad de producirla como conse-
cuencia de haber perdido el plasmido responsable de la formaciéon de la misma. Esta nueva
cepa fue denominada 34 F2 y la vacuna elaborada a partir de la misma tuvo una amplia difu-
sion en el campo veterinario.

La cepa Sterne ha perdido el plasmido pXO2 responsable de la formacion de la capsula pe-
ro mantiene el pXO1, responsable de la formacién de toxina, siendo esta falta de capacidad de
la produccion de capsula la unica diferencia con la cepa patégena o de campo. Esto determina
que la cepa Sterne pueda ser facilmente endocitada por los PMN (debemos recordar que la
capsula es un componente con propiedades antifagocitarias), aunque mantiene intacta la capa-
cidad de producir toxina en forma similar a la cepa patégena.

En 1944, Sterne comunicé el empleo de su vacuna en gran escala en Sudafrica. A partir de
entonces, el uso de la vacuna avirulenta de Sterne se ha extendido por todo el mundo incluida
la Argentina, donde es la Unica vacuna aprobada por el ente nacional de regulacion, SENASA,

para su uso en Medicina Veterinaria.

El éxito obtenido por esta vacuna determiné que se pensara en utilizarla en Medicina Hu-
mana. Dada la capacidad de produccion de toxinas que posee la cepa, la vacuna fue calificada
como muy agresiva y peligrosa para ser empleada en la especie humana. Sin embargo, y a
pesar de ello, fue autorizada y utilizada en numerosas ocasiones en la Unién Soviética, mien-

tras que la mayoria de los paises la consideraron inaceptable.

Vacuna Sterne: generacion de la respuesta inmune

La vacuna Sterne de uso veterinario es un inmunégeno a base de esporos, clasificada téc-
nicamente como esporo vacuna, que contiene, como minimo, 10.000.000 de esporas por milili-
tro, suspendidas en partes iguales de solucidn salina bufferada y glicerina, adicionada de sa-
ponina como coadyuvante de la inmunidad.

Los anticuerpos antitéxicos son los principales responsables de la proteccién, teniendo en
cuenta que estamos ante una enfermedad séptico-toxémica, siendo las toxinas liberadas la
principal causa de muerte. Hasta el momento no se ha puesto énfasis sobre la inmunidad me-
diada por células, pero es indudable que la misma debe ejercer su funcion en algun proceso
intermedio y colaborar en la prevencién de la enfermedad.61

La principal funcién de los anticuerpos es neutralizar al factor PA y asi impedir que el mismo
se heptamerice y permita la unién de los factores edematogenos o letal para dar lugar a la toxi-
nas letal y edematégena

La induccién de la respuesta inmune esta condicionada a la desesporulacién del Bacillus
anthracis cuando son inoculados en el organismo. La saponina, que actia como adyuvante,
provoca un fendmeno inflamatorio local marcado, que determina una disminucion de la tension

de oxigeno en el foco flogdsico provocado por la inoculacion. Precisamente aqui las esporas
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encuentran un medio adecuado, baja tension de oxigeno, para comenzar a desesporular y
pasar a forma vegetativa. Estas formas vegetativas seran acapsuladas, y acapasuldégenas, por
lo tanto podran ser facilmente fagocitadas por las células endociticas y asi regular la cantidad
de células con capacidad de producir toxina.

Las pequefias cantidades de toxina producida comienzan con la induccién de los anticuer-
pos neutralizantes que van contrarrestando los efectos téxicos de la misma. De esta manera
cuando la produccion de toxina aumenta por el incremento de las formas vegetativas, el orga-
nismo posee la suficiente cantidad de anticuerpos como para evitar la enfermedad.

La cepa de campo con presencia de capsula que inhibe la fagocitosis, no es limitada en
su multiplicacion y por ende elaboran grandes cantidades de toxinas que ocasionan la
muerte del animal.

Esta explicacion, si bien coherente, no se condice con la realidad en algunos aspectos. Hay
otros factores que intervienen como es la presencia de PA en los esporos que parece comen-
zar una respuesta inmune primaria. También la inmunidad depende de la supervivencia de las
células dendriticas resistentes a la accidn de la toxina que seran las responsables de desenca-
denar la respuesta inmune. Las células dendriticas sensibles mueren por la accién toxica y por
ende no pueden generar respuesta inmune alguna. En la enfermedad natural la cantidad de
toxinas generadas determina una mortalidad alta de células dendriticas e incapacidad de gene-
rar respuesta inmune.

La cepa Sterne como quedo expresado anteriormente tiene la capacidad de producir toxina
y por lo tanto es una vacuna potencialmente peligrosa. Es absolutamente imprescindible que
esté correctamente estandarizada en una concentracion de 10.000.000 millones de esporas
por mililitro. Si la concentracion de esporos supera los 15.000.000 de esporos es necesario
realizar prueba de seguridad complementaria en ovejas.

La dosis recomendada en vacunos y equinos es un minimo de 2—-10 x 106 esporas cultiva-
bles; en el caso de las ovejas, las cabras y los cerdos, es de 1 a 1,5 x 106 esporas cultivables.
Los equinos pueden desarrollar la inmunidad de forma lenta tras la vacunacién inicial; por lo
tanto, algunos fabricantes recomiendan una vacunacion inicial de dos dosis, administradas con
1 mes de diferencia, seguidas de un recordatorio anual unico.

Las esporas de Bacillus anthracis son estables en vacuna no liofilizada o liofilizada y no son
necesarios conservantes. Se recomienda guardarla refrigerada (4°C).

Las cabras y llamas son muy sensibles y debe administrarse con precaucion y como maxi-
mo una dosis de 1ml., asumiendo riesgos.

Los animales vacunados no deben destinarse al sacrificio para consumo humano antes de
las 2 0 3 semanas posteriores a la inoculacién.

En caso de inoculacion accidental de la vacuna en la especie humana, se aconseja consul-
tar al médico e iniciar tratamiento con antibidticos en forma temprana. En la mayoria de los
casos no resulta patégena para el humano, pero individuos con inmunodeficiencias pueden

presentar algun inconveniente.
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La vacuna se aplica a partir de los 3 a 4 meses de edad. La inmunidad dura alrededor de un
afio, quizas algo menos, dependiendo de circunstancias individuales. La época ideal de vacu-
nacién es el comienzo de la primavera de manera que los animales estén inmunizados en el
verano que es donde la enfermedad recrudece, si bien la aparicion puede presentarse en cual-
quier época del afio. En los campos malditos, es decir donde la aparicion de casos es mayor,
se aconseja dos vacunaciones al afio. No es aconsejable vacunar hembras prefadas.

La vacuna tiene la capacidad de producir inflamacion en el sitio de inoculacién.

Esta contraindicada la administracion simultanea de antibidticos a animales vacunados,
pues el antibiotico puede interferir con la vacuna. No se deben dar antibiéticos durante algunos
dias antes y algunos dias después de la vacunacion.

La lucha contra el carbunco debe encararse de una manera integral, es decir a través de la
vacunacion, que es obligatoria, la correcta deposicion y decontaminacion de los cadaveres y el

correcto manejo de los animales.

Vacunas en la especie humana

Si bien la vacuna Sterne, dado su éxito en Medicina Veterinaria, se pens6 en utilizarla en
Medicina Humana, se la descarto por ser muy reactogénica y porque la capacidad de produc-
cion de toxinas que posee la hacen riesgosa para la especie humana. Sin embargo fue proba-
da en la Union Soviética.

La vacuna para uso humano denominada AVA (Anthrax Vaccine Adsorbed) esta basada en
el antigeno protector (PA) adsorbido en hidréxido de aluminio y es utilizada en los Estados
Unidos desde hace muchisimos afios.

Las primeras vacunas de uso humano datan de la década del 50 en el Reino Unido y desde
la década del 60 en Estados Unidos. Fueron probadas y demostraron su efectividad en la pre-
vencion de la infeccion en muchos modelos animales, incluidos primates no humanos.

La inmunogenicidad de la vacuna es baja y requiere de la aplicacién de varios refuerzos pa-
ra generar una respuesta aceptable.

Se fundamenta en la formacién de anitcuerpos anti PA que inhabilitan la heptamerizacion
del mismo y la posterior formacion e introduccion de las toxinas a las células.

Existen otras vacunas en experimentacion.

Vacunas aplicadas por la via de las mucosas

Estas vacunas estan disefiadas con el objeto de prevenir la infeccion y poder luchar asi mas
eficazmente contra el carbunco inhalatorio fundamentalmente.

En este sentido, es de vital importancia el desarrollo de IgAs en las mucosas del organismo.
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Con este objetivo, se estan desarrollando vacunas para generar inmunidad en las mucosas
por vacunacioén oral utilizando como vectores Salmonella (S. tiphymurium, S. entérica serovar
Typhi) o Lactobacillus genéticamente modificados con capacidad de expresar PA.

También se encuentran en via de desarrollo vacunas inoculadas por instilacion nasal, a ba-
se rPA asociado a microesferas que se colocan en la nariz, o adsorbidas a liposomas para

aumentar la inmunogenicidad.

Vacunas a base pa recombinante (rpa)

El desarrollo de la ingenieria genética permite la elaboracion del rPA y desarrollar una vacu-

na a partir del mismo adyuvado con hidroxido de aluminio.

Vacunas de doble proteccién

Se han elaborado vacunas a partir de rPA complementado con antigenos capsulares y otros

superficiales del Bacillus anthracis.

Vacunas basadas a base de esporos inactivados

Fueron ensayadas en cobayos requiriendo una alta concentracién de esporos y aun asi la

proteccién entregada era muy baja.

Vacunas a base de capsulas

Destinada a elaborar anticuerpos que neutralicen la capacidad antifagocitica de la capsula y
asi facilitar la endocitosis. El inconveniente que tienen es que la capsula tiene baja capacidad
inmunogenica y requiere la copulacion de la misma con ciertas proteinas para aumentar la

capacidad de inducir inmunidad.

Vacunas de plasmidos

Se han realizado ensayos inoculando el plasmido codificador del PA al ratén y se logré la
induccion de 1gG en bajo titulo. La revacunacion de los mismos con rPA aumento considera-
blemente la produccién de anticuerpos.

82



Carbunco rural en la argentina

Entre los afios 1590 y 1609 aparecen en las actas del Cabildo referencias a la aparicion de
la enfermedad en la Republica Argentina.

En el afio 1847 fue el médico y cientifico argentino Francisco Javier Mufiiz quien describe el
primer caso humano de la enfermedad.

El poeta José Hernandez, autor del célebre libro Martin Fierro, en una publicacién que da-
ta del ano 1882 describe una enfermedad denominada “ el grano, enfermedad conocida des-
de tiempos muy antiguos” y ya menciona la necesidad de no cuerear animales muertos subi-
tamente.

La primera remesa de vacuna anticarbuncosa que ingresa al pais fue enviada por el propio
Louis Pasteur en el afio 1859, a raiz de la grave problematica que representaba la enfermedad.

La primera constancia debidamente documentada del uso de la vacuna anticarbuncosa en
la Republica Argentina data del afio 1886 y fue aplicada en una estancia de la localidad de
Gualeguay, provincia de Entre Rios.

El Dr. Bidali, discipulo de Pasteur y con quien habia trabajado, fue uno de los primeros en

elaborar, desarrollar e impulsar la produccién de la vacuna en el pais.

En la Republica Argentina fueron utilizadas en forma rutinaria durante muchisimos afios las
vacunas Pasteur, denominadas Pasteur | y Pasteur Il. También fue utilizada una cepa denomi-
nada Chaco, probablemente de patogenicidad intermedia entre las Pasteur | y I, de dificil ca-
racterizacién, una cepa denominada Delphy 5 y la Cepa Sterne.

A través de la Resolucion 705/81, SENASA establece las normas de elaboracién, control y
uso de la Cepa Sterne.

La Ley N° 6703/1961 y la Resolucién 115/2014 establecen la obligatoriedad de la vacuna-
cion en la Provincia de Buenos Aires.

La Provincia de Santa Fe mediante la Resolucion N° 1007/14 vigente, establece el Plan de
Vacunacion OBLIGATORIO contra Carbunclo bacteridiano.

El Ministerio de Agroindustria de la Provincia de Buenos Aires a través de la Resolucion

115/2014 establece una serie de medidas que pueden consultarse en la pagina de la institucion.
*http://www.maa.gba.gov.ar/2010/SubPED/Ganaderia/carbunclo.php
Desde el afio 2002 a la fecha, el Dr. Ramon Noseda y el Laboratorio Azul emiten informes y
alertas de casos de carbunclo rural en la Provincia de Buenos Aires.

Puede consultarse la informacion en la pagina oficial del Laboratorio o bien en los bole-

tines emitidos.
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La negligencia de los productores de no vacunar y la de los organismos de control nacional
y/o provinciales de no fiscalizar el cumplimiento de las leyes vigentes adecuadamente, conti-
nuara manteniendo esta zoonosis en forma endémica. La intervencion de los focos activos por
la autoridad competente, la eliminacion eficiente de los cadaveres y la vacunacion obligatoria,
son las unicas herramientas para su control; como medida preventiva y de proteccion de los
bienes juridicos: Salud Humana y Salud de los Ganados como fuente de produccion.

Para el control de la enfermedad se hace necesario cumplir con 5 premisas importantes:

. Vacunacion obligatoria de las especies susceptibles.

. Prohibicién de cuerear animales muertos subitamente.

. Eliminacién de cadaveres en forma idénea, factible y eficiente.

* Introducir la figura del VETERINARIO CO-RESPONSABLE SANITARIO.

+  Capacitaciéon del personal involucrado en tareas de riesgo sanitario de los estableci-
mientos ganaderos.

Puede obtener una informacién mas completa se sugiere consultar los informes de

*OMS-WHO-CSR/C8-370-37 y los producidos por Laboratorio Azul Diagnéstico S. A. - Av.
25 de Mayo 485 (7300) Azul- Provincia de Buenos Aires - ARGENTINA. E-mail:
rnoseda@laboratorioazul.com.ar
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CAPITULO 6
Vacuna contra Brucelosis bovina

Graciela S. Miceli

Introduccion

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa, de curso cronico, de distribucion mun-
dial, que afecta a distintas especies de animales domésticos, de vida salvaje y al hombre. Es
de transmision vertical (60 a 70% de crias de madres con la afeccion, nacen enfermas) y hori-
zontal entre los animales. Es de importancia en salud publica , debido a los costos generados
por la incapacidad fisica que producen en el enfermo y las pérdidas ocasionadas por la afecta-
cion del ganado, ya que disminuye su capacidad reproductiva, produce abortos en el ganado,
partos con crias débiles y contaminacion de lacteos y carne .La brucelosis del ganado bovino
(B, abortus), ovino y caprino (B, meiltensis) y porcino (B. suis), son enfermedades que figuran
en el Cadigo Sanitario para los Animales Terrestres de la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OIE) y deben ser notificadas de manera obligatoria a la OIE. Es una enfermedad que
no presenta un cuadro clinico caracteristico que permita una deteccién precoz del infectado,

esto favorece la evolucién a la cronicidad.

Agente etiologico

La Brucella es un cocobacilo gram (-), de vida intracelular, inmoviles, de crecimiento lento.
No poseen capsula ni forman esporas. Tienen un metabolismo oxidativo, basado en la utiliza-
cion de nitratos como receptores de electrones. Tiene un lipopolisacarido (LPS) fuertemente
inmunodominante, junto con su capacidad de sobrevivir en el interior de las células, constituye
uno de los factores de virulencia. Otra caracteristica genética es que presenta una secuencia
de dos cromosomas circulares y la ausencia de plasmido, esto ultimo refleja su adaptacion al
nicho ecolégico (ambiente intracelular).Se reconocen distintas especies, por sus variantes anti-
génicas y porque cada una tiene un hospedador principal, pero puede infectarse en forma cru-
zada entre los distintos hospedadores, existen: B. abortus (bovino), B. canis (canino),B meli-
tensis (caprino), B neotomae (rata del desierto), B suis (porcino), B.ovis (ovino); en los ultimos
afos se han identificado nuevas especies lisas: B, pinnipedialis (pinnipedos), B.ceti (cetaceos),

B.microti (topillos campesinos y zorro rojo) y B. inopinata (trasplantes humanos).
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Patogenia

La enfermedad es asintomatica en las hembras no gestantes, cuando las bacterias ingre-
san en el organismo, son fagocitadas por los neutréfilos y monocitos y transportados por via
hematdgena a los sinusoides del higado , bazo, ganglios linfaticos, médula ésea , donde se
multiplican en los macréfagos, los que juegan un rol central en la respuesta inmune, ya que no
solo procesan y presentan antigenos sino que la supervivencia de la Brucella dentro de ellos
esta asociada a proteinas citoplasmaticas de la bacterias , entre ellas la superdxido dismutasa
Cu/Zn (SOD) y la catalasa, la SOD forma parte del sistema antioxidante de la bacteria, el cual
la protege de los intermediarios reactivos del oxigeno, ya que transforma el superoxido en
peroxido de hidrégeno y oxigeno gaseoso, la catalasa ayuda a SOD a detoxificar el ambiente
bacterianos, la expresion de éstas enzimas favorecen la permanencia en el interior del fagoci-
to. En las hembras adultas en gestacion desarrollan una placentitis que, por lo general, provoca
el aborto entre el quinto y noveno mes de gestacion, incluso en ausencia de aborto se produce

una gran excrecion de microorganismos a través de la placenta, los liquidos fetales y los exu-
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dados vaginales; como difusor de la enfermedad es también el habito de las hembras de lamer
los recién nacidos o los fetos abortados; las mamas y ganglios regionales pueden infectarse,
con aparicion de bacterias en la leche; las gestaciones posteriores llegan a término, pero la
infeccién uterina y la mamas repiten la eliminacién de microorganismos. Los machos pueden
desarrollar orquitis, epididimitis, dermatitis escrotal, elimina bacterias por semen, que ha de-
mostrado ser una via importante de transmision cuando se utilizan programas de inseminacion
artificial, puede también eliminar por orina, se pueden presentar higromas (acumulacién de
liquido en las articulaciones de los miembros anteriores o posteriores, motivo que le impide el
servicio natural). Brucella puede causar esterilidad en ambos sexos. Los terneros nacidos de
madres infectadas, pueden eliminar bacterias por materia fecal, son los denominados silentes,
los cuales son potenciales enfermos en la adultez.

En equinos ocasiona lesiones caracterizadas por inflamacion y abscesos localizados a la al-
tura de la nuca, se conoce como “Mal de la Cruz”.

B.ovis afecta exclusivamente al ovino y produce un cuadro que es la “Epididimitis del carnero”.

En los cerdos se considera venérea,
Datos Histérico

450 a.C Hipodcrates existian evidencias de una enfermedad similar en humanos.

1854-1856-Guerra de Crimea fue descripta por primera vez.

1859- fue identificado por Marston en la isla de Malta (Fiebre de Malta)

1886 - Bruce aislo un Micrococcus melitensis, del bazo de un soldado en la Isla de Malta.

1895-Bang relacion6 B. abortus con aborto del ganado vacuno.

1905-Zammit dedujo que las cabras eran reservorios (relaciéon zoondtica)

1920-Evans relaciona a Bruce y Bang y establece el género Brucella.

1914-Traum aislé B. suis.

1956-Buddle y Boyce identificaron B. ovis.

1957-Stonner y Lackman aislan B.neotomae.

1968- Carmichel y Brunner descubren B. canis en perro.

Epidemiologia

La brucelosis es una zoonosis, se asocia frecuentemente a la poblacion rural, afectando también
a personas que estan expuestos como veterinarios, laboratoristas y empleados de frigorificos. En
Argentina la principal especie responsable de enfermedad en al hombre es B.suis .

Presenta dos patrones epidemiolégicos:

1) patrén urbano-alimentario, por consumo de leche y quesos no pasteurizados.

2) patron rural-laboral, por exposicion profesional al ganado infectado o sus productos, sea
por contacto o inhalacion. En este caso tiene una cierta tendencia estacional, generalmente
ocurre en primavera y verano, que es el periodo de reproduccion de los animales. La forma de
eliminacion, por lo emuntorios, en el parto o aborto completa el ciclo infeccioso, asegurando la
contaminacion de otro animales, por la gran cantidad de bacterias que se expulsan al medio,

la persistencia del germen en la naturaleza, que se da porque pueden sobrevivir y mantener la
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capacidad infectante durante periodos de tiempo variables, relacionados a las condiciones del

medio en el que sean eliminadas. especialmente en condiciones de frio y humedad.

Puede trasmitirse al ser humano, aun con la piel intacta
Es importante la enfermedad en la fauna salvaje, la presencia de este reservorio complica

la erradicacion de la afeccion.

Respuesta Inmune

Cuando ingresa Brucella al organismo:

Inmunidad innata (ll): trata de reducir el numero inicial de bacterias promoviendo una res-
puesta mediante: 1) los macrofagos, el ingreso de la bacteria se produce a través de la inter-
accion entre el receptor de tipo Toll4/MD2 complejo, que une al lipido A a la molécula de CD14
y el LPS, que a su vez, induce la produccién de IL12 estimulando las céluas NK, y linfocitos
LTh, que secretean INFy favoreciendo la respuesta LTh1, la cual estimula la respuesta celu-
lar;2) los neutrdfilos, dentro de éstos, son capaces de ser transportadas a los tejidos linfoi-
des;3) células natural killer (NK), linfocitos y® y el Complemento(C’), se activa la via alterna, la
cual es incapaz de eliminar la B.abortus 2308, la lisis de Brucellas estaria mediada por la via
clasica, que puede iniciarse con la presencia de bajas concentraciones de IgM e IgG anti-LPS.

Los receptores Toll son importantes en la Il, inducen sefiales intracelulares que activa al
factor NF-kB, modulando la produccién de citoquinas. El LPS es considerado un antigeno T
independiente, capaz de activar linfocitos B (LB) sin la participacion de lo LTh, generando IgM.

Inmunidad adaptativa se basa en tres mecanismos: 1°° el INFy, producido por células TCD4,
CD8, NK, Linfocitos yd, es una de las citoquinas que activa la funcién bactericida en macréfagos,
2% |a citotoxicidad de las células T CD8 y Tyd que eliminan macréfagos activados y 3*°isotipos de
anticuerpos IgG2a que opsonizan al patégeno para facilitar la fagocitosis. EI TNFa parece contribuir

a la formacion de los granulomas que se observan en los tejidos infectados.

| Skendros y Boura, 2013

Ag presentation @ :
' 8 8 TNFa
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Diagnéstico

El diagndstico de certeza se establece aislando el microorganismo a partir de cultivos de
sangre, médula 6sea u otros tejidos como placenta .Los métodos seroldgicos sélo aportan un
diagnéstico presuntivo, cuando se efectian en forma uniforme y se los interpreta con criterio
epidemioldgico constituyen, un instrumento mas practico para el diagnoéstico.

Métodos directos: aislamiento de bacterias a partir de hemocultivos.

Métodos indirectos: s6lo serdn enumeradas, no es el propésito de este capitulo, figuran en
detalle en el Manual de Diagnostico Serolégico de Brucelosis bovina de SENASA.

Se utilizan como antigenos, suspensiones de Brucellas S 6 R segun la cepa bacteriana.

Las cepas utilizadas son cepas Brucellas abortus 1119-3, sirven para detectar anticuerpos
anti B. suis, abortus y melitensis, para ovis y canis necesitan especifico de especie.

Las Pruebas son:

Pruebas de aglutinacion: rapida BPA. Aglutinacion lenta en tubo: SAT y 2 Me.

Fijacion de Complemento.

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI). Elisa Indirecto (ELISA-I) y Elisa de Competicion (ELISA-C).

Polarizacion de Fluorescencia. (FPA)

Prueba de aglutinacion rapida en placa para cepas rugosas de B canis. (RSAT).

Prueba de Inmunodifusién en agar (IDGA).

Vacunacion

La prevenciéon de la diseminacion de Brucella se basa en la aplicacién de la vacuna, en
nuestro pais, se utiliza la cepa S19, se cree que proviene, aunque hay alguna controversia en
la bibliografia, de un aislamiento en 1923 a partir de leche de vaca, era una cepa virulenta, se
mantuvo a temperatura ambiente durante 1 afio en el laboratorio, obteniéndose bacterias ate-
nuadas. Tiene ventajas y desventajas, el mayor inconveniente es la produccion de anticuerpos
que pueden confundir el diagndstico. Es una vacuna viva atenuada.

La vacuna con cepa 19S protege contra el aborto y la infeccion, la dosis aplicables a las
hembras es de 15-30 x 10" células de Brucella abortus, por dosis de vacuna, se aplica 2ml,

por via subcutanea. No se vacuna_a los machos.

El periodo de aplicacion de la vacuna es entre los 3-8 meses, preferentemente 6 meses, va-
riando el tiempo de negativizacién de acuerdo al momento de la vacunacion, si se vacunan a los 3
meses, sucede a los 2 meses posteriores, a los 6 sucede 6 meses posteriores y si se realizaria a
los 9 meses (fuera de lo permitido) aparecen anticuerpos hasta los 15 meses, considerando ese
individuo sospechoso. Se realiza la vacunaciéon considerando el momento del servicio.

Método de Produccion y Controles, sigue los lineamientos de las vacunas vivas atenua-
das. (Cap.1).

Respuesta Inmune a la Vacunacion

Al ser una vacuna viva atenuada, produce respuesta celular y humoral, siendo la respuesta

celular la mas importante.
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En respuesta a la vacunacion, se producen anticuerpos de las clases IgM e 1gG, las IgM son
las primeras en aparecer, se detectan ente 5-7 dias postvacunacion, alcanza su pico a las 2-3
semanas, posteriormente decrece su concentracion, sin desaparecer por varios meses, las IgG
se producen mas tarde, entre 14-21 dias y alcanzan su maxima concentracion entre los 28-42
dias, declina rapidamente y desaparecen antes que IgM; las IgG que se producen son IgG, e
IgG, , siendo la 1 las mas abundantes en suero y supera la concentracién de IgG; ,lo mismo
sucede en el enfermo crénico, en el animal infectado la secuencia en la produccion y persis-
tencia tiene una diferencia, las IgG desarrollan el nivel mas alto y persisten mas tiempo, por un
estado activo y progresivo de la enfermedad 6 en caso de cronicidad, a media que progresa la
infeccion, la IgM tienden a desaparecer, la repeticion del estimulo o la vacunacion hace que la
IgG por la memoria inmunolégica se sintetice mas rapida y eficazmente, en tanto IgM se com-
porta como un estimulo primario simple, ya que no posee memoria. La 1gG, disminuye en el
periodo préximo al parto, debido a la movilizaciéon hacia el calostro, en la leche del animal en-

fermo aparecen también IgM e IgA de origen local.

Nuevas Vacunas contra Brucelosis:

Vacunas Subcelulares:

Vacuna Delta-pgm: en experimentacion para bovinos.

Se trabajo6 identificando y caracterizando un gen que codifica la enzima fosfoglucomutasa
(pgm) de B.abortus , la cual cataliza la interconversion reversible de glucosa -6-fosfato a glu-
cosa -1-fosfato . Se generé una mutante por delecion no marcada en dicho gen. La cepa gene-
rada es de fenotipo rugoso, incapaz de sintetizar el glucano (1,2 ciclico, importante factor de
virulencia. Se hicieron pruebas pilotos en bovinos.

Vacunas de proteina recombinantes:

Estudiaron dos proteinas por técnicas biomoleculares y observaron que, las que mas prote-
gian eran la brucella lumazina sintetasa (BLS) y OMP31, por insercion de un péptido de la
OMP31en la estructura de la BLS construyeron una proteina quimérica entre las dos. Aun en
experimentacion.

Otra Vacuna es a ADN: consiste en inocular en los animales que se desea proteger el gen de la
bacteria que codifica para la proteina de interés, de esa forma se logra que el animal vacunado

produzca por si mismo la proteina .Esta vacuna esta en experimentacién en nuestro pais.

Programa de Brucelosis bovina

Define estrategias y acciones a desarrollar en todo el territorio nacional, en el marco del
Programa de Control y Erradicacion de la Brucelosis Bovina (Resolucion SENASA 150/2002),
con el objetivo de consolidar en forma progresiva la condicidon de areas libres de enfermedad.

Las actividades del Programa incluyen:

Vacunacioén

Control de Egresos

Vigilancia Epidemiolégica
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Estatus sanitario de los establecimientos.

Vacunacioén en caprinos

Vacuna REV-1:la cepa fue aislada de una placenta de un aborto de una oveja. Se reco-
mienda vacunar en los periodos de cria o durante la lactancia para prevenir aborto. Es una
vacuna viva atenuada, estable, produce aborto si es aplicada en hembras gestantes, se excreta
en leche e interfiere con la serologia. Es una cepa mutante estreptomicina dependiente, pro-
viene de la cepa Brucella melitensis 6056, produce cuando se inocula, al igual que la cepa 19
una infeccion controlada.

Se usa solamente en zonas endémicas como Mendoza, San Juan, Catamarca, y el este de
Salta, que adhirieron al plan de vacunacién coordinado por SENASA.

A partir del 14 de junio de 2017, por Resolucion 372-E/2017, se aprobd el Plan Nacional
de Control de Brucelosis Caprina en la Republica Argentina, donde quedan explicitadas
todas las condiciones para el manejo de los hatos, aplicacién de la vacuna REV-1, movimientos
y todo lo relacionado al Control.

Para las zonas endémicas del pais, se establece la aplicacién de la vacuna B. melitensis
Rev-1 de manera masiva y sistematica en la poblacién caprina y ovina, por via conjuntival,

cada dos afios en cada establecimiento. (Boletin oficial).
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Capitulo 7
Vacuna para Rabia Paresiante

Graciela S. Miceli

Introduccion

La rabia esa una enfermedad infecciosa aguda que afecta al hombre y todos los animales
de sangre caliente. Es zoonética, de alta mortalidad y de dificil control debido a que esta pre-
sente y circulante. Su denuncia es obligatoria y la vacunacion es la herramienta mas eficaz

para prevenir esta enfermedad.

Agente etiolégico

Es un virus ARN, neurotrépico, de forma alargada cilindro-cénica “parecido a una bala de
fusil”. Pertenece al género Lyssavirus de la familia Rhabdoviridae, se trasmite a todos los ma-
miferos, y afecta al Sistema Nervioso Central. La trasmisiéon al humano es por inoculacién o
inhalacion de virus infeccioso. El virus tiene cinco proteinas estructurales: la G (glicoproteina)
que alterna con proteinas M1 y M2 (proteinas de matriz); en la nucleocapside se encuentran las
proteinas N (nucleoproteina), NS (nucleocapside) y L (transcriptasa). La glicoproteina es el
mayor componente antigénico, responsable de la formacion de anticuerpos neutralizantes, que
son los que confieren inmunidad; también tiene actividad hemoaglutinante.

En el género Lyssavirus se pueden distinguir siete lineas genéticas(G), las que fueron de-
terminadas por pruebas de proteccién cruzada y biologia molecular. El virus de la rabia clasico
(RABV G1)es el que esta presente en Argentina, el virus murciélago de Lagos (LBV G2),el virus
Mokola(MOKYV G3) , el virus Duvenhage(DUUV G4), G5 a G7 corresponden a virus de murcié-
lagos europeos y australianos.

El virus G1 presenta diferencias estructurales en su proteina N (nucleoproteina), al ser
detectados por anticuerpos monoclonales permite establecer variantes antigénicas(Tabla 1)
cada una de las cuales esta adaptada a determinados reservorios y conforma un ciclo de
rabia( se define como tal a la circulacion del virus en un determinado ambito a partir de
reservorios naturales),el hecho que cada variante tenga un reservorio natural, no excluye

que pueda infectar a una especie no reservorio, fendbmeno que se denomina “spillover”. Ej:
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el murciélago insectivoro (Tadarida brasiliensis), reservorio de la variante 4 (ciclo aéreo)
puede infectar a un perro o gato, pero no significa que se hayan adaptado a ellos, sino que

son huéspedes finales y no un nuevo reservorio.

V1 Perro-Gato-Ciclo Terrestre-urbano

V2 Perro-Canidos silvestres. Ciclo terrestre-rural

V3 Quirépteros hemtoéfagos(Desmodus rotundus)-Ciclo aereo-rural
V4 Quirépterosinsectivoros(Tadarida brasiliensis) Ciclo dereo-urbano

V6 Quirépteros insectivoros (Lasiurus cinereus)-Ciclo aereo-rural-urbano
Otras | Myotisspp/Eptesicusspp/Histiotus montanus-ciclo dereo

Tabla 1. Variantes antigénicas de virus rabico. Fuente: Programa Nacional de Control de Enfermedades Zoondticas.
Direccién de Epidemiologia. Ministerio de Salud Publica.

Dentro de los virus rabico clasicos, debe sefialarse la diferencia entre “virus calle”, que se
refiere al recientemente aislado de un animal , que no ha sufrido modificacién en el laboratorio ,
las cepas de éste virus se caracterizan por un periodo variable de incubacién, que a veces es
muy prolongado y por su capacidad de invadir las glandulas salivales y el “virus fijo” que son
cepas adaptadas al laboratorio por pasajes intracerebrales en serie y que tienen un periodo de

incubacion de 4 a 6 dias y no invaden las glandulas salivales.

Dato histérico

La rabia como tal data de 4000 AC, lo consideraban un castigo divino, Demacrito, fildsofo
griego, junto con Aristételes, hicieron una descripcion detallada de la enfermedad y manifes-
tando que se trasmitia a través de la mordedura, Celsius identificé la hidrofobia como sintoma.
Los ingleses la introdujeron en América, aunque se sospecha que por los murciélagos ya exis-
tia. Entre 1514-27 en México se produjo la apariciéon de varios casos, en 1800 en Europa co-
menzo6 aparecer una gran cantidad de casos humanos, mordidos por zorros y perros, es aqui
cuando Pasteur, Roux y Chamberland realizaron la primera experiencia de una “vacuna” pro-
ducida con virus propagado en tejido nervioso, médula desecada y que aplicando varias dosis,
lograron salvar la vida de un nifio de 9 afos. En 1911 Semple produjo una vacuna “in vivo”
inactivada con fenol, 30 afios mas tarde se adaptaron al cultivo en huevo embrionado, 20 afios
después las vacunas comenzaron a producirse en cultivo y hoy se utilizan sélo las que resulta-

ron mas eficaces y seguras.
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Distribucién geografica

Se encuentra en todos los continentes con excepcion de la Antartida, pero no hay datos do-
cumentados sobre estudios en esa poblacion, que demuestre la ausencia de ésta enfermedad.
Hay paises libres y otros, como Argentina, que es pais catalogado como pais con rabia contro-

lada con vacunacion.

Patogenia y sintomatologia de la Rabia Paresiante

Es una enfermedad mortal, epidémica, regional, focal y ciclica. Se debe prevenir por vacu-
nacién a los animales, en los meses previos al verano, ya que en esa época es cuando hay
mas circulacion de vampiros. La mortalidad en el ganado puede superar el 75%, segun datos
de SENASA, el area endémica se muestra en el mapa (Figura 1), a partir de 1986 se incorporé
el estudio de aspectos epidemioldgicos y ecolégicos del vampiro, que actua como el transmisor
de la enfermedad. El virus es el mismo que causa la enfermedad en caninos y felinos, el pe-
riodo de incubacion (Pl)es de 25 a 150 dias; cuando comienzan los sintomas pueden morir
dentro de los 2 a10 dias; el cuadro se presenta con decaimiento, falta de apetito, temperatura,
cese de produccion de leche en los animales de tambo, se alejan, no son agresivos, si tienen
periodos de excitacion, golpean con los cuernos el suelo, mirada perdida, instinto sexual exa-
cerbado, aparece luego paralisis de la glotis, salivacion, pardlisis del tren posterior denominado
paresia, de ahi el nombre de paresiante, se tambalea, mal de las caderas, camina derrengado
(derriengue), el mugido en el bovino como el relincho en el caballo es anormal, por la encefali-
tis, pierde la conciencia. No se transmite en forma horizontal porque no se muerden entre ellos,
se comportan como “huéspedes finales” o “fondo de saco”, no la trasmiten en forma activa.

En los bovinos rabiosos el virus puede aislarse del cerebro, ojo, lagrimas (tener cuidado con
las maniobras de volteo), se aisla con poca frecuencia de glandulas salivales y tejido periférico,
(para todas las maniobras que se realizan en la boca o tejidos adyacentes, deben usarse me-
dios de proteccion adecuados).

La enfermedad en equinos, ovinos y caprinos es semejante a bovinos.

En porcinos induce: excitacidon muy violenta, semejante a la furiosa del perro.

En aves la enfermedad es de caracter excepcional

En fauna silvestre (ciervos, carpincho, venado, zorro) es semejante a perros.
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Dispersion del vampiro comun (Desmodus rotundus)
y de la rabia paralitica en la Argentina
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Figura 1: Dispersion del vampiro comun (Desmodus rotundus) y de la rabia paralitica en Argentina. Fuente: SENASA

Transmision

En nuestro pais se transmite por la mordedura del vampiro (Desmodus rotundus),que habita
en huecos de arboles, cavernas, entretechos, se reconocen los lugares donde habita el animal
por la gran cantidad de materia fecal alrededor del area, semiliquida y de fuerte olor, viven en
colonias de hasta 500 individuos(foto 1).

El principal vector es el vampiro, pero también especies insectivoras 'y frugivoras pue-
den transmitirla.

El vampiro comun tiene caracteristicas que lo diferencian en su rostro de los demas murcié-
lagos, el hocico recuerda el de un cerdo, la dentadura estd adaptada a la alimentacién hemato-
faga: incisivos centrales superiores son triangulares, los inferiores bilobados y chicos (foto 2), el
pulgar de sus alas esta muy desarrollado y se observan plantillas palmares bien diferenciadas
(foto 3). La mayor poblacion de vampiros se ubica cerca del ganado, que es su fuente de ali-
mentacion. A medida que progresa la enfermedad, la poblacion disminuye, hasta quedar en
niveles bajos y el brote de rabia cede. La tasa de reproduccion de los vampiros es baja, lo que
explica los largos periodos interepidémicos (sin rabia); tienen una cria por afio, el amamanta-
miento dura alrededor de 9 meses, las crias estan en el refugio hasta los 12 meses cuando
comienzan alimentarse solas; la expectativa de vida es larga, pueden llegar a 10 afios 0 mas.
Se alimentan cerca del refugio ya que por la cantidad de sangre que consumen se les dificulta
el vuelo, muerden como en sacabocado y lamen hasta por 20-30minutos, el efecto anticoagu-
lante de la saliva, que contiene proteinas anticoagulantes vy fibrinoliticos inhibidores de la coa-
gulacion, activadores del plasminégeno e inhibidores de la agregacion plaquetaria, ayudan a

mantener el sangrado mientras se alimenta lo cual hace persistente la hemorragia.
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Figura 2: A: refugio de vampiros. B: dentadura caracteristica,.C:dedo pulgar del ala del vampiro.
Manual de Procedimientos de rabia Paresiante. (SENASA)

El D.rotundus muerde a los animales en zonas donde no pueden espantarlos: base del cue-
llo, detras de las orejas, alrededor de los ojos, base de la cola, mamas (mas comun en las cer-
das).Las complicaciones de las heridas, por infecciones y miasis, en los animales jovenes,
producen muchas pérdidas econémicas.

El control del vector puede realizarse a través de la utilizacién de vampiricidas a base de
sustancias anticoagulantes, se aplican en el dorso y vientre de los murciélagos previamente
atrapados, al acicalarse entre ellos consumen dicha sustancia que les causara una hemorragia
interna y la posterior muerte, éste es un método selectivo y se aprovechan los habitos de lim-
pieza del murciélago. Tienen transmisién intraespecifica, se muerden entre ellos y adquieren la
rabia, van a otro refugio y retrasmiten la enfermedad, eliminan virus por saliva, antes de mani-

festar los sintomas, cuando los evidencian mueren a los pocos dias.

Vacunas para rabia Paresiante:

Las vacunas son inactivada con BEI, se realizan con la cepa viral ERA en cultivos celulares
de la linea BHK, con el agregado de adyuvante de gel hidréxido de aluminio. También puede
emplearse la cepa viral PV (virus Pasteur).

Antes de ser aplicada la vacuna se debera comprobar:

-Vigencia del producto, constatar la fecha de vencimiento del mismo.

-Conservacion adecuada: entre 4-8°C, segun laboratorio productor.

-Aplicacién: vias y dosis respetando las indicaciones del laboratorio productor.

Produccién y Control de la Vacuna:

Siguen los lineamientos de las vacunas virales inactivadas, las de uso en el pais (Cap. 1).
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Areas Endémicas: Regimenes de Vacunaciones Especiales.

La vacunacion es obligatoria en bovinos, en aquellos establecimientos de engorde a corral,
debiendo vacunarse al ingreso de los animales. En el caso de equinos, se debe considerarla
obligatoriedad de la vacuna en aquellos animales que son utilizados en eventos deportivos,
pues circulan por distintas provincias; o en cabafas y haras donde puede haber presencia de
rabia paresiante; también se debe realizar la vacunacién antes del envio de animales a exposi-
ciones o remates. En todos los casos son dos dosis de vacuna, la 1™ entre 80 y 60dias y la 2%

entre 50 y 30 dias antes del traslado.

Respuesta Inmune a la vacuna:

Esta respuesta es humoral, con produccién de anticuerpos neutralizantes fundamentalmen-
te contra la glicoproteina (G).

La duracion de la respuesta inmune, considerando el valor antigénico de la vacuna, de-
pendera de las indicaciones expuestas por el laboratorio productor. La revacunacion es anual
o por periodos mayores y es determinado por pruebas de seguimiento y validacién del labo-

ratorio productor.

Ciclos Epidemiolégicos

En Argentina se mantienen por dos ciclos:

Ciclo urbano:

-Terrestre: (variante 1) principal reservorio, son perro y gato. Poblaciones callejeras no
vacunadas.

-Aéreo:(variantes 4,6 y otras) los reservorios son los murciélagos insectivoros.

Ciclo Rural:

-Terrestre:(variante 2) reservorios son perros yanimales silvestres (zorros).

-Aéreo: (variantes 3,4,6 y otras),el vampiro es el reservorio de lavariante 3 y los murciélagos

del resto de las variantes aéreas.
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Figura 3: representacion grafica de la transmision de la rabia.Fuente: I’Associacié Biotecndlegs Catalunya

Plan de Control

En plan de control incluye la vigilancia epidemiolégica, el combate del vampiro y la vacuna-
cion del ganado.

Vacunacioén: No es obligatoria, el costo econémico seria mayor que las pérdidas por la en-
fermedad; la exigencia de la vacunacion obligatoria no vale como estrategia, pues la rabia con-
tinda con el vampiro; sélo se vacuna en el establecimiento del brote y sus linderos (ver control

de foco); siempre se debe completar la planilla de brote del SENASA.

Definiciones de foco

Foco de rabia: es en el escenario urbano y silvestre, con presencia de 1 6 mas casos.

Foco notificado: es el foco identificado, registrado e informado a la autoridad competente.

Foco investigado: es sobre el que se hecho la investigacion epidemiolégica.

Foco controlado: luego de intervenido no ha presentado nueves casos.

Focos en Rabia Paresiante: se recomienda vacunar todos los animales susceptibles del es-
tablecimiento con el brote y su lindero en un radio de 10km, caninos, felinos y animales en pro-
duccidn, segun lo establecido por SENASA.

Al efectuar el control, hacer tareas de seguimiento y vacunacion considerando la dimension
espacial, que depende de la especie que origind el foco: 200m a la redonda si se originé por
murciélago frugivoro, 10km si se trata de hematdéfago, 500m en el caso de gato, en perros
500m en un animal estable o determinando, si es vagabundo, con un corredor de 100m a cada

lado del trayecto.

101



En el Brote:

¢, Como se debe actuar para poder tomar las medidas cuarentenarias?

Los establecimientos son interdictados, para evitar la faena y consumo; encada lugar se
procedera a extraer material de un animal sospechoso o con sintomatologia de rabia, para
enviar al laboratorio de diagnéstico, las muestras solo deben ser extraidas por el Médico
Veterinario o paratécnico acreditado para tal fin, se remitiran las muestras en frasco hermé-
tico o bolsa, sin agregado de ningun tipo de sustancia, correctamente rotulado, se mantendra
refrigerado y se enviara, perfectamente cerrado y sellado.

Se mantienen medidas de restriccion sobre los animales, por un periodo de 30 dias después
de la vacunacion.

Se deben incinerar lo cadaveres o enterrarlos, de no ser posible completo, se debe realizar
la incineracion de la cabeza.

Si hubo contacto por parte del personal, con los animales sospechosos, tomar las medidas

sanitarias correspondientes para la proteccion del personal.

Diagnéstico diferencial

El diagnéstico presuntivo se basa principalmente en la presencia del vampiro y sus ataques,
como se sabe, la rabia es multiespecifica (con respecto a los huéspedes), teniendo conoci-
miento de esto, se debe realizar en el laboratorio, el diagnéstico diferencial con botulismo en el

bovino o encefalitis en el equino, ya que ambas se presentan con sintomatologia nerviosa.

Disponibilidad

Vacunas Comerciales
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CAPITULO 8
Vacunas clostridiales en rumiantes

Lais Lujan Pardini

Las enfermedades clostridiales de los bovinos y ovinos son toxi-infecciones causadas por bac-
terias anaerobias del Género Clostridium. Las manifestaciones clinicas que desarrollan los ani-
males pueden variar de acuerdo a la especie afectada como asi también a la categoria involucra-
da, las toxinas producidas por el agente causal pueden generar desde trastornos digestivos, neu-
romusculares, disnea, depresion hasta incluso la muerte repentina. La forma mas efectiva de
prevenir su aparicion es principalmente la vacunacién de los rodeos en las zonas enzodticas y la

implementacién de las medidas de prevencion en las situaciones que puedan favorecerlas.

Agente etioldgico

Algunas bacterias del género Clostridium pueden causarlas en ovinos, caprinos y bovinos
aunque también pueden verse afectados cerdos y equinos. Son bacilos Gram positivos anae-
robios estrictos por lo que producen energia por fermentacion, en su mayoria no poseen capsu-
la y forman endosporas como forma de supervivencia. Su principal habitat es el suelo y el tracto
intestinal de los mamiferos.

En su forma vegetativa poseen diversos factores de patogenicidad que forman parte de la
estructura del agente como por ejemplo las fimbrias que le otorgan adherencia; los flagelos,
movilidad; la capsula que les permite evadir la fagocitosis, todos ellos con actividad inmunogé-
nica. Por otro lado las toxinas: mayores, preponderantes en la patogenia y generalmente leta-
les y las menores, secundarias o complementarias siendo en general no letales “per se”, pero si
todas con capacidad inmunogénica.

Entre los mas frecuentes en veterinaria que nos enfocaremos en este capitulo son:

Cl. chauvoei

Cl. septicum

Cl. novyi

Cl. perfringens

Cl. botulinum

Cl. tetani
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Datos historicos

Los bacilos anaerobios comenzaron a ser investigados por Pasteur en 1863, en 1877 des-
cribié por primera vez a Clostridium septicum (en ese momento denominado “vibrién septique”),
en 1894 Bacillus oedematiens por Novyi (Clostridium novyi oedematiens), Clostridium perfrin-
gens fue descripto por Welch y Nuttal en 1892 identificado como Bacillus aerogenes capsulatus

y también como Clostridium welchii en Gran Bretafa.

Epidemiologia y caracteristicas de la enfermedad

Las enfermedades clostridiales son toxo-infecciones que pueden afectar a un amplio rango
de hospedadores con diversas manifestaciones y gravedad de acuerdo al érgano afectado y al

agente involucrado determinadas por el tipo de toxinas producidas por el mismo.

Mancha, gangrena enfisematosa, miositis necrética (black leg, carbunco sinto-
matico, mal de cuisse, boutvuur)

Es una infeccidon enddgena, no contagiosa enzodtica causada por Clostridium chauvoei. En
zonas donde hubo inundaciones con posteriores sequias o donde estuvieron enterrados ani-
males muertos por la enfermedad y existen posteriormente movimientos de tierra se dan las
condiciones para la transmision del agente. Puede afectar a bovinos jovenes de 3 meses a 2
afos preferentemente durante la estacion calida (los menores de 3 meses estan protegidos por
la inmunidad calostral). Luego de que los esporos son ingeridos con la pastura, heno o silaje
pueden ingresar por lesiones en la boca, como cambio de dientes o algun traumatismo en los
pre-estdbmagos y asi pasar al torrente sanguineo y localizarse en los masculos esquelético o
cardiaco a la espera de las condiciones adecuadas para pasar a su forma vegetativa capaz de
producir toxinas y gas. Suele presentarse asociada a lesiones musculares por golpes que ge-
nerarian un ambiente hipéxico que favorece la desesporulacion y el desarrollo de la enferme-
dad por la produccién de toxinas que impiden los procesos de defensa inmune, aumentan la
permeabilidad vascular, causan necrosis vy lisis tisular que se manifiestan en forma hiperaguda
0 aguda con hinchazén local, trastornos locomotores (temblores), afeccidon del estado general,
disnea, caida en decubito, coma y muerte.

Diagnéstico diferencial:

Edema maligno, gangrena gaseosa. También con septicemia hemorragica, enterotoxemia,
hemoglobinuria bacilar, y otras no infecciosas como electrocucion o fulguracién por rayos. Pue-
de realizarse el diagnostico definitivo por cultivo y tipificacion del agente Cl. chauvoei por aspi-
racion del centro de la lesién en el animal vivo o durante la necropsia. Los animales no pueden

ser consumidos, prohibido enviarlos al matadero.
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El tratamiento: con penicilina o sueros hiperinmunes en altas dosis podria realizarse en

animales de alto valor.

Clostridiosis, enterotoxemia:

Es una enfermedad entérica endégena y generalizada causada por distintos tipos de Clos-
tridium perfringens principalmente tipo D en ovinos y caprinos y tipo A en bovinos que es de
baja patogenicidad para esta especie. El desarrollo de la enfermedad suele estar condicionado
por cambios bruscos en la dieta, alto grado de parasitismo intestinal y sobredosificicacion con
productos farmacéuticos. En algunos brotes la morbilidad alcanza el 50%. Es mas frecuente en
neonatos de hasta 10 dias de vida y terneros de entre 1-4 meses pero puede afectar a ovinos

de hasta 12-18 meses.

Tabla 1: Tipos de ClI. prefringens, toxinas y efectos sobre los tejidos del hospedador

Tipo Toxina principal Efectos

A a Hemodlisis

B B (a, ag) Necrosis de la mucosa intestinal
C B (a) Necrosis de la mucosa intestinal

Aumento de la permeabilidad vascular, toxici-

dad del sistema nervioso central

E I (a) Diarrea, necrosis cutanea

En el calostro existe un inhibidor de la toxina  y por lo tanto en terneros puede haber des-
truccién de las microvellosidades intestinales, adhesion de los microorganismos, necrosis, he-
morragia. A través de la mucosa dafiada pueden ingresar toxinas a la circulacién sanguinea
ocasionando rapidamente la muerte y en el curso agudo timpanismo, célicos y diarrea hemo-
rragica. Antes de la muerte pueden presentarse signos nerviosos como excitacion, incoordina-
cion y opistétonos. En animales adultos los cambios en la alimentacion pueden generar un
desequilibrio microbiano que favorece la aparicion de la enfermedad.

Puede realizarse el diagnostico postmortem en busca de las lesiones y toxinas. Sin embar-
go la toxina B se destruye rapidamente.

Diagnéstico diferencial: Otras sepsis por enterobacterias Gram negativas como Escerichia
coli o Salmonellas sp y en terneros mayores por coccidiosis.

Puede realizarse el tratamiento con antibiéticos como cefalosporinas, tetraciclinas y macrolidos.

106



Edema maligno (gangrena traumatica, carbunco parasintomatico)

Si no existe el aislamiento del agente se agrupa junto con la mancha como “Flemén ga-
seoso 0 miositis clostridial”’). En el bovino es de aparicién esporadica pudiendo afectar
también a equinos, ovinos y porcinos. Es una infeccién exdégena causada por la contamina-
cién de heridas perforantes profundas a consecuencia del parto o por intervenciones qui-
rargicas o por administracién parenteral con materiales contaminados con CI. septicum u
otros clostridios como CI. sordelli, Cl novyi o Cl. perfringens tipo A. En la zona afectada se
dan las condiciones dptimas para que los esporos pasen a su forma vegetativa desarro-
llando rapidamente y produciendo toxinas, exudado y gas con el consecuente dafio de los
tejidos conectivos y musculares provocando alteraciones locomotoras, y muerte. Puede
ocurrir la muerte inesperada o en 1-5 dias posteriores hinchazén edematosa intramuscular
o subcutanea con calor y dolor, gas a la palpacidén que se extiende rapidamente a una re-
gion del cuerpo por ejemplo lengua-faringe, faringe-cuello, periné-ubre-bajo vientre. Si hay
una herida visible habra exudado visible espumoso, gris rojizo y fétido. Por la sepsis hay
aumento de temperatura corporal a 41°C y finalmente en 2-5 dias muerte con previa anore-

Xia, cese de la produccién lactea y debilidad general.

Hemoglobinuria bacilar (icterohemoglobinuria bacilar bovina, redwater)

Es una enfermedad enzootica causada por CIl. haemolyticum (CI. novyi tipo D) telurico, en la
vias digestivas del bovino que produce una toxina altamente hemolizante, necrotizante y letal.
Es de curso agudo y mortal, caracterizada por la aparicion de fiebre alta, decaimiento, ictericia,
hemoglobinuria y anemia.

Afecta a bovinos jévenes y adultos, raramente terneros, también ovinos y ocasionalmen-
te cerdos.

Las zonas pantanosas con suelos poco drenados y pH alcalino predisponen a la apari-
cién de la enfermedad. Las esporas ingresan con el agua o alimentos contaminados y por
la circulacion sanguinea llegan al higado donde quedan latentes. El agente desarrolla en
condiciones predisponentes como necrosis tisular por Fasciola, necrobacilosis, teleangiec-
tasia, alimentacion rica en nitratos o biopsia hepatica, genera grandes volumenes de toxi-
nas con formacion de trombos en la vena porta, infarto local y toxemia, con hemdlisis intra-
vascular y bacteriemia. Algunos animales pueden desarrollar la infeccidn en forma subclini-
ca y quedar inmunes actuando como diseminadores. Luego de una semana a meses de
incubacion, la enfermedad aparece repentinamente en animales bien nutridos encontrando-
los muertos de forma subita, en otros casos puede manifestarse mas lentamente con
anorexia, disminucién de produccion lactea, adinamia, rechinar de dientes, taquipnea, fie-
bre alta y orina espumosa, color rojizo por la hemoglobinuria también heces diarreicas,
mucosas palidas (anemia), ictéricas, deshidratacién, aborto. Si no reciben tratamiento

mueren en 12hs en el 95% de los casos.
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Diagnostico diferencial: carbunco, leptospirosis, anaplasmosis, babesiosis o de otros orige-
nes. Puede realizarse tratamiento con penicilina o tetraciclinas y sueros especificos. Transfu-

sion sanguinea y reposicion de fluidos por via endovenosa.

Botulismo (mal de Aguapey, paralisis bulbar flaccida)

Es una paralisis progresiva del musculo estriado casi siempre mortal causada por la exoto-
xina de ClI. botulinum en general tipo C o D, raramente tipo B (excepcionalmente A). En gene-
ral la presentacién es enzootica por osteofagia en vacas que se encuentran en gestacion avan-
zada con altos requerimientos de fésforo.

Cl. botulinum se desarrolla en pH neutro por lo que se distribuye en el suelo, vegetales en
descomposicidon y ambientes acuaticos. Posee una neurotoxina protoplasmatica (se localizan
en el citoplasma y se liberan cuando hay lisis celular). La toxina puede ingerirse preformada
con el alimento como heno, silaje, concentrado o aguas contaminados por restos cadavéricos o
jugos de cadaveres que gotean sobre ellos, o desarrollar como una toxi-infeccion. La escasez
de alimento o fésforo puede favorecer su aparicion. La toxina se une a receptores del sistema
nervioso a nivel de la unidén presinaptica neuromuscular alterando la funcion de los musculos
estriados por inhibicién de la liberacidon de acetilcolina resultando en paralisis flacida (pérdida
de tono de musculos estriados de la lengua, cola, esfinter anal, aumento de salivacion y dificul-
tad respiratoria hasta quedar recostados). A partir de los 3 dias de consumida la toxina se ini-
cian los signos, en los brotes en general se presenta subclinica en la mayoria de los animales
hasta que aparecen con marcha inestable o caidos en forma repentina. La profilaxis consiste
en higiene de los alimentos y vacunacion con el toxoide (toxina inactivada con formol a 42°C 1

mes) en zonas endémicas.

Tétanos (Trismo, mal de quijada)

Es una enfermedad exdgena de mayor importancia en ovinos y caprinos asociada a heridas
por descole, castracion y esquila aunque puede presentarse en vacas al posparto con reten-
cion de placenta y en terneros posterior a la castracion.

Se encuentra en el intestino de los animales excepcionalmente en los humanos, los herbivo-
ros favorecen su diseminacién con la materia fecal. La tetanopasmina (neurotoxina) a diferen-
cia de lo que ocurre con otras toxinas que ingresan por via oral, es degradada por accién de las
enzimas intestinales por lo que es necesaria su produccion en un lugar del organismo con las
condiciones adecuadas, dada su potencia puede actuar a distancia. Al unirse a las membranas
sinapticas impide la exportacion de neurotransmisores de la sinapsis causando hiperexcitabili-
dad de las neuronas motoras con contractura generalizada (opistétonos, temblores, meteoris-
mo secundario) y permanente del musculo estriado, pudiendo ocasionar la muerte por afeccién
de los musculos respiratorios. Este microorganismo también produce una tetanolisina (hemoli-

sina) sin significancia patdégenica importante.
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Diagnéstico: en general es clinico ya que para el aislamiento son tiempos mas prolongados.
El tratamiento consiste en administrar suero antitetanico, también se puede realizar antibio-
ticoterapia con penicilina o tetraciclina para evitar la multiplicacién del microorganismo en el
sitio de ingreso. La prevencion consiste en la vacunacion con el toxoide obtenido por mante-

nimiento durante 1 semana a 38°C.

Produccion de las vacunas

Las vacunas elaboradas son anavacunas es decir que contienen el microorganismo comple-
to inactivado y sus productos metabdlicos (las toxinas inactivadas o toxoides), las cepas em-
pleadas provienen de organismos de referencia nacionales como el SENASA, INTA o interna-
cionales como el ATCC. Las cepas pueden conservarse por repiques sucesivos en medios de
cultivos especificos, congelacion con DMSO, glicerina o liofilizacion. Poseen en su mayoria

hidréxido de aluminio como adyuvante.

Respuesta inmune

La respuesta inmune protectora contra clostridios es predominantemente humoral sistémi-
ca con producciéon de IgG frente a una variedad de inmundgenos como la capsula, soma,
flagelos, toxinas mayores y menores. Los anticuerpos producidos ante la infeccién o vacuna-
cién son capaces de neutralizar toxinas bloqueando la fijacion a las células o receptores (C./
perfringens, CI. botulinum, CI. tetani) y en el caso de anti-somaticos o anti-flagelares blo-
queando la movilidad, adherencia y opsonizacion facilitando la fagocitosis (CIl. chauvoei) y
ambos mecanismos para CI. septicum, CI. novyi y Cl. sordelli. Si se aplica una Unica dosis los
anticuerpos empiezan a decaer a partir de las 7 semanas post-inoculacién por lo que es
esencial la aplicacion de dos dosis ya que los anticuerpos alcanzan niveles elevados recién
15 dias después de esta y empiezan a descender al afio brindando proteccién por un tiempo

mas prolongado que con una Unica dosis.

Planes de vacunacion

El veterinario es quien debe tomar la decisién de cuando vacunar, con que vacuna y cuales
animales. Sin embargo, la bibliografia y laboratorios productores sugieren el siguiente calendario:

En bovinos primovacunados: Terneros: deben recibir dos dosis con un intervalo de 4-6 se-
manas a partir de los 3 meses de edad y una revacunacién anual, siendo igual en los animales
adultos, en la hembras gestantes dos dosis a los 60 y 30 dias pre-parto para asegurar una

buena transferencia de anticuerpos al neonato y proteccion de la madre al parto.
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En los animales con un plan previo de vacunacién: Adultos: Una dosis anual y en hembras
gestantes 30 dias pre-parto.

En zonas con mayor riesgo pueden realizarse revacunaciones al inicio del verano, otofio
y primavera.

En los ovinos: La primera dosis a los 3 meses de vida con la sefialada y una segunda dosis
3-6 semanas después de la primera, luego se sugiere revacunar 30 dias pre-parto para asegu-
rar una buena transferencia de anticuerpos por el calostro a los corderos. En los establecimien-
tos con serios problemas se recomienda una tercera dosis a los 5 meses de la segunda.

Cuando se realizan reposiciones de animales lo mas recomendable es considerarlos como
no vacunados y realizar un plan sanitario completo previo a su incorporacién al rodeo o majada.

En todos los casos es importante controlar la presencia de factores condicionantes, reali-
zando desparasitaciones regulares en las zonas de riesgo, implementando correctas medidas
de manejo durante la esquila, descole, etc. y la aplicacion de medicamentos con materiales en
buenas condiciones de higiene, conservacion y esterilidad, como asi también evitar los cambios
dietéticos bruscos.

En los casos de brotes es conveniente vacunar a todos los animales en situacion de riesgo
y administrar los antibidticos adecuados a los que presenten signos compatibles aunque esto

no garantiza buenos resultados.

Vacunas disponibles en Argentina

Existen en el mercado una gran variedad de vacunas contra uno o combinaciones de los
agentes causales de las enfermedades clostridiales que afectan a los rumiantes, ovinos y bovi-
nos, la mayoria de ellas polivalentes combinadas con hidréxido de aluminio como adyuvante,
producidas con cepas de referencia locales o regionales obtenidas de laboratorios nacionales o
internacionales. En el caso de la vacunacién contra Mancha, Gangrena Gaseosa, Enteroto-
xemia, Hepatitis necrotica y Edema maligno y Endotoxemias vienen presentaciones combina-
das de bacterinas como Cl. chauvoei, Cl. septicum y de bacterinas y toxoides de CI. perfringes
Ay D y Escherichia coli (BIOCLOSTRIGEN® J5, CLOSTRIMIQ, COVEXIN 10, IBSACLOS
VACUNA ANTI CLOSTRIDIAL POLIVALENTE BOVINO LANAR TRADICIONAL). En algunas
presentaciones también se incorpora Cl. haemolyticum para proteger contra la hemoglobinuria
bacilar (CLOSTRIMIQ PH) y CI. sordellli para ampliar la proteccion. En los ovinos se pueden
encontrar vacunas exclusivas contra tétanos o combinadas con otros clostridios (ANATOXINA
TETANICA FUERTE, CLOSTRIMIQ OVNI-T, LANARES 5) o las mismas combinaciones em-

pleadas en bovinos en diferentes dosis de acuerdo al laboratorio productor.
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CAPITULO 9
Vacuna contra el Ectima Contagioso ovino
Eduardo Mortola

Introduccion

El ectima contagioso (EC) también conocido como boquera, boca costrosa y dermatitis pus-
tular contagiosa; es una enfermedad cutanea viral, zoonética y altamente contagiosa que afec-
ta a las ovejas, las cabras y algunos otros rumiantes domésticos y silvestres. Causa aftas y
ampollas en los labios, morro, orejas y/o parpados. Los humanos también pueden verse afec-
tados a través del contacto con animales infectados.

El EC es una enfermedad endémica, que en campos contaminados se puede manifestar
todos los afios. La morbilidad ronda el 20% y la mortalidad es baja entre el 1 y el 3%. Esta
enfermedad es autolimitante, resolviéndose de forma espontanea usualmente en un periodo
de 1-2 meses. Aunque se considera una enfermedad relativamente benigna, desde el
punto de vista econdmico, puede causar importantes pérdidas. En la Argentina son
escasos los trabajos que han podido confirmar el diagnéstico de esta enfermedad. La ma-
yoria de las infecciones en los seres humanos son localizadas y se curan espontaneamente; no

obstante, puede producir lesiones con cicatrizaciéon deficiente en pacientes inmunosuprimidos.

Agente etiolégico

El EC es ocasionado por el Orf virus (Orfv), descripto por primera vez en 1971, pertenece al
género Parapoxvirus de la familia Poxviridae. Orfv posee un ADN de doble cadena y un peso
de 85- 90 MDa. Presenta una morfologia oval con 200- 400 nm de ancho y un largo de 1.2-1.7
veces su ancho, una compleja cubierta externa y la presencia caracteristica de un grueso fila-
mento externo, ordenado en espiral. Los Poxvirus son catalogados como los virus animales de

mayor tamafio, tanto asi que pueden ser observados mediante microscopia éptica.
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Transmisibilidad y patogenia de la enfermedad

El EC es una enfermedad altamente transmisible. El virus se encuentra presente en lesio-
nes cutaneas y costras y se piensa que ingresa en la piel a través de cortes y abrasiones. Se
puede transmitir por contacto directo o en fomites. Este virus es altamente resistente en el me-
dio ambiente y se ha descubierto en costras secas después de 12 afios. Si bien Orfv tiene afi-
nidad por rumiantes domeésticos, tales como ovinos y caprinos, se han reportado casos de in-
fecciones naturales en otras especies como alpacas, camellos, renos, bueyes almizcleros, bo-
rregos muflones, ciervos y antilopes americanos. Asimismo existen reportes, aunque poco fre-
cuentes, en perros que se alimentaron de carcasas infectadas.

El periodo de incubacion en las ovejas y cabras es de 2 a 3 dias. Los primeros signos clini-
cos son las papulas, las pustulas y las vesiculas que se encuentran en los labios, la nariz, las
orejas y/o los parpados, y ocasionalmente en las patas o en la regién perineal. También pue-
den producirse lesiones dentro de la boca, especialmente en los corderos jévenes, y estos
pueden transmitir el virus a la madre, lo que causa lesiones en la ubre y los pezones. Las lesio-
nes cutaneas se convierten en costras marrones, gruesas y de rapido crecimiento sobre areas
de granulacién, inflamacion y ulceraciéon. Las lesiones causadas por el EC son dolorosas y
pueden provocar anorexia o incluso inanicion. Las lesiones en las patas pueden causar cojera.
Las infecciones sin complicaciones se resuelven en un plazo de 1 a 4 semanas. Pueden ocurrir

infecciones bacterianas secundarias e infestaciones por larvas.

Diagnéstico

Generalmente las infecciones en animales se diagnostican de manera sintomatica. Las
pruebas diagnésticas, utilizadas con poca frecuencia, incluyen el aislamiento del virus y la sero-
logia. Se puede intentar el aislamiento del virus en una variedad de cultivos celulares o huevos
embrionados, pero el Orfv se desarrolla lentamente y no siempre puede ser aislado. Las prue-
bas seroldgicas incluyen seroneutralizacion, inmunodifusion en gel de agar, fijacion del com-
plemento y aglutinacion. A nivel experimental se han desarrollado pruebas ELISA y se puede

confirmar el diagnostico mediante pruebas de PCR.

Respuesta inmune

Las ovejas desarrollan una respuesta inmune celular y humoral especifica contra el Orfv
después de la infeccion, pero la duraciéon de la inmunidad es de corta duracion y frecuentemen-
te ocurren infecciones repetidas, aunque los signos clinicos son mas leves y desaparecen rapi-

damente. La existencia de anticuerpos especificos contra el virus, asi como Linfocitos T CD4+
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parecen desempefiar un papel crucial en el mantenimiento de la proteccion. Como en la mayo-
ria de los poxvirus, el Orfv también codifica proteinas, que son capaces de hacer frente a distin-
tas respuestas inmunes inflamatorias y por lo tanto, podrian ser responsables de la evasion
inmune. Es interesante sefalar que estas proteinas virales interfieren potencialmente con los
mecanismos inmunitarios innatos tempranos, tales como los diferentes efectos de las citoqui-
nas, y podrian facilitar la replicacion en el sitio de entrada del virus y la posterior manifestacion
de lesiones.

La eficacia de las proteinas del virus para contrarrestar la respuesta inmune primaria del
huésped sigue sin dilucidarse. Como ya se ha demostrado con el virus del mixoma en conejos,
algunos mecanismos de evasion inmune estan restringidos en su eficacia al huésped de prefe-
rencia, como parece ser el caso del factor inhibidor de crecimiento granulocito-macréfago del
Orfv. Ademas, se han descrito otros genes potenciales de virulencia o evasién inmune del Orfv,
incluyendo un gen de resistencia a interferén (IFNR) y un homdlogo funcional del gen de la
interleucina-10 (IL-10).

Dado que en los ovinos y caprinos los brotes de EC pueden ser masivos y con frecuencia
conducen a enfermedades graves en animales jovenes, existe una demanda de vacunas efi-
cientes. Ademas, las poblaciones animales que estan protegidas por la vacunacion reducirian
al minimo el riesgo para la transmisién al hombre.

Después de la recuperacion de la infeccion por Orfv, la inmunidad proyectiva es fragil y de
corto plazo, lo que permite re-infecciones regulares de los rebafios afectados. Actualmente no
se sabe si las propiedades inmuno-evasivas de Orfv estan implicadas en la incapacidad del
huésped para montar una inmunidad sdélida, duradera y especifica. Por otra parte, se ha de-
mostrado en ovejas que después de la recuperacion de la infeccion por una cepa altamente
virulenta, la reinfeccion es mucho mas suave en comparacion con los animales que han sido
infectados con una cepa de Orfv adaptada al cultivo celular primero y luego una re-infeccion
con la cepa viral altamente virulenta.

El conocimiento cada vez mayor de la organizacion del genoma de Orfv y la identificacion
de genes de virulencia facilita la seleccion de componentes de virus que inducen una respuesta
inmune protectiva. Aunque la Orfv contiene potenciales genes de evasién inmune, la cepa ate-
nuada D1701 posee especialmente una variedad de propiedades inmunoestimulantes.

En este contexto, también es digno de mencién que una masiva acumulacion de células
dendriticas ocurre alrededor de la lesion en el huésped natural, indicativo de una actividad qui-
miotactica. Estas propiedades han llevado al empleo experimental de los componentes de
envoltura del virus como un inmunomodulador. Similar a la estrategia para determinar antige-
nos protectores del virus en ovejas, puede ser posible encontrar fragmentos de ADN del virus

que contengan genes que codifican para diversas actividades inmunoestimulantes.
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Vacunas

La produccion de la primera vacuna viva atenuada basada en virus de cultivo celular desa-
rrollada en 1981, fue un paso importante hacia la generacién de vacunas mas seguras, mejor
definidas y producidas en cultivo de tejidos.

Existen vacunas comerciales para caprinos y ovinos que han empleado satisfactoriamente
en determinados contextos epidemioldgicos. Son vacunas a virus vivo atenuado (basicamente
extraidas de costras molidas o cepas de cultivos de tejidos). Estos productos siempre deben
ser utilizados de acuerdo a las recomendaciones del fabricante, especificadas en las etiquetas
y administradas por un profesional veterinario. En algunas ocasiones se realizan en forma de
autovacunas recolectando material de los propios animales infectados. Al vacunar a un rebafo
sano, se esta introduciendo el virus al mismo, y debe llevarse a cabo teniendo en consideracion
este hecho. La aparicién de costras en el lugar de la aplicacién de la vacuna después de 1 a 3
dias indica que la vacuna desencadeno el proceso para desarrollar una respuesta inmune.

En Argentina solo se dispone de una vacuna para la proteccién contra infecciones de Orfv
comercializada bajo el nombre comercial de “vacuna anti- ectima para ovinos y caprinos” del
laboratorio Rosenbusch. Se trata de una vacuna a virus vivo atenuado, propagado en lineas
celulares estables vy liofilizadas. Ademas contiene penicilina, estreptomicina y anfotericina B.
Para su preparacion es necesario homogeneizar correctamente el liofilizado junto al solvente,
una vez preparada debe ser empleada dentro de las 24 horas.

Su aplicacién se recomienda a partir de la segunda semana de vida, unicamente en campos
con presencia de la enfermedad; no se debe vacunar en establecimientos sin antecedentes. La
vacunacion es mediante escarificacion, debiendo realizar un raspado en la cara interna del
muslo (“verija”) evitando generar sangrado y aplicando una dosis de 0,1 ml. Al ser una vacuna
viva, nunca se debe utilizar desinfectante para limpiar la zona, en caso de extrema suciedad se
debe limpiar con un pafio seco.

Si nunca se ha aplicado la vacuna antes, se recomienda realizar observacion directa de la
zona inoculada 15-20 dias post aplicacién y confirmar que exista una reaccion similar a las
lesiones de EC producidas naturalmente. En caso de vacunar a hembras con cordero al pie se
sugiere vacunar en axila, debido a que si se vacuna en “verija”, el cordero al mamar puede
tener contacto con la zona vacunada y generar una infeccién en morro y boca. En la forma de
aplicacion de este tipo de vacuna, al modificar la via de entrada del virus en la infeccion natural,
se evita la manifestacion clinica de la enfermedad, generando un estado de proteccion.

En nuestro medio, en algunas ocasiones se descontinua la produccién de la vacuna por par-
te del laboratorio productor, posiblemente debido a la baja demanda de este producto, en estos

casos recurre al uso de la autovacuna.
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Via de aplicacion de la vacuna. Foto del laboratorio Rosembusch

En hatos de cabras, es importante vacunar los animales como minimo seis semanas antes
de su comercializacion para que las costras de la vacuna hayan desaparecido al momento de
la venta. Luego de la vacunacion se requieren de dos a tres semanas para que se instale una
adecuada proteccion. La vacuna se aplica en un area protegida, sin pelo, tales como el interior
de la oreja, debajo de la cola, y otros. Si bien no seria recomendable la aplicacion a hembras
prefiadas, no se han reportado casos de abortos por vacunar animales prefiados. Sin embargo,
el estrés del movimiento de animales prefiados a los corrales de manejo y de la propia vacuna-
cion podria potencialmente inducir el aborto en algunos animales. Los animales vacunados
podrian proveer cierta inmunidad con el calostro a sus crias. Sin embargo, esta inmunidad es
de corta duracién, y la vacunaciéon debe orientarse en vacunar a todos los grupo de cabritos
recién nacidos. En algunos programas, la revacunacion anual de hembras en avanzada etapa
de gestacion se lleva a cabo junto con la vacunacion del nuevo grupo de cabritos.

La desinfeccion de los corrales luego de que hayan desaparecido todas las lesiones, es
recomendable en el caso de que el duefio de un rebafio infectado escoja no seguir un progra-

ma rutinario de vacunacion.

Prevencién y control

En los primeros estadios del brote ser recomienda aislar a los animales afectados y vacunar
al resto. Las vacunas se deben utilizar Unicamente en los lugares donde las infecciones han

ocurrido anteriormente, y se debe separar a los animales recién vacunados de los no vacuna-
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dos. La vacunacion puede tener escaso valor cuando ya hay un numero importante de anima-
les afectados.

Los inconvenientes de la vacuna, al ser viva, puede ocasionar la enfermedad si no se respe-
ta la via de inoculacion y las indicaciones de aplicacion. Asimismo, al ser transmisible al hom-
bre es importante prevenir el contagio con el uso de guantes en los operarios.

Para evitar el ingreso del EC a un rebafio no infectado, se debe poner en cuarentena a los
animales nuevos. Se deben tomar precauciones para evitar la introduccion del virus a través de
fomites. Se deben retirar las plantas duras de las pasturas o del alimento para disminuir el ries-
go de cortes en la boca o en el hocico.

La duracién de la inmunidad vacunal es un tema controvertido; han ocurrido brotes en ani-
males vacunados, pero el fracaso de la vacuna puede deberse a la virulencia de la cepa. El
aislamiento de los animales puede ayudar a prevenir la propagacion de la enfermedad. La

erradicacion del virus resulta dificil una vez que el mismo ha ingresado a un hato o rebano.
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