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La potenciacion de la respuesta inmuni-
taria por medio de la emulsion del antigeno
o los antigenos con aceites minerales repre-
senta una adquisicion conocida desde hace
tiempo, procediendo de las observaciones
de Freund y estudiada urteriormente con
mayor profundidad.

El efecto adyuvante de los aceites mine-
rales se manifiesta de forma particular en
los antigenos solubles de naturaleza protei-
ca 'y muy particularmente con los antigenos
viricos, para los cuales el estado de emul-
sion agua en aceite constituye un medio de
potenciacion muy eficaz. Por esta razén, las
principales aplicaciones préacticas de los ad-
yuvantes oleosos se dan particularmente en
el campo de los virus inactivados.

Su accion se desarrolla preferentemente
a nivel local en el mismo punto de inocula-
cién del emulsionado. Los adyuvantes oleo-
sos actlan en cierta forma retardando la li-
beracion del antigeno emulsionado, produ-
ciendo como consecuencia una ralentiza-
cion de su absorcion. La lenta absorcion,
prolongando el tiempo de exposicion del
antigeno al sistema inmunocompetente, in-
duce una respuesta inmunitaria mas fuerte
v duradera. La reaccion local producida por
los adyuvantes oleosos se caracteriza por el
flujo de numerosas células mononucleares
—macrofagos, linfocitos y plasmocitos— v
se traduce en un proceso inflamatorio local
con formacién de numerosos focos granulo-
matosos. A causa de los fendmenos que es-
tudiaremos, la reaccion local se manifiesta
con particular intensidad, pudiendo causar
directa o indirectamente trastornos en los
animales vacunados y dando origen a bajos
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rendimientos o a una disminucion de la ac-
tividad productiva.

Por esta razon, la eleccion del adyuvante
oleoso debe representar un compromiso pa-
ra lograr una capacidad potenciadora de la
respuesta inmunitaria y mantener unas bue-
nas caracteristicas de tolerancia e inocui-
dad.

Ademas del adyuvante, el otro elemento
que determina la inmunidad y tolerancia es
el antigeno,

En las vacunas muertas, como es l6gico,
el antigeno virico o bacteriano es indcuo
por los tratamientos inactivantes a que han.
sido sometidos. Para que sean eficaces al
mismo tiempo gue se mata al-virus o a las
bacterias especificas se debe mantener
intacto su poder antigénico, eliminando al
mismo tiempo los posibles gérmenes
contaminantes que pueden intervenir en el
embrién de pollo o cultivos utilizados para
elaborar las vacunas aviares.

El tercer elemento importante para la
inocuidad y tolerancia de las vacunas muer-
tas lo constituyen los liguidos embrionarios
por lo que se refiere a los antigenos viricos
y el resto de la base del cultivo, para los an-
tigenos bacterianos. La presencia en estas
sustancias de productos heterogéneos que
comunmente figuran en los medios de culti-
vo, a menudo a base de proteinas de alto
peso molecular, puede constituir una ulte-
rior causa de posibles reacciones post-vacu-
nales, tanto generales como locales.

En sintesis, estos son a nuestro modo de
ver los elementos Tundamentales en que se
basa la inocuidad y tolerancia de las vacu-
nas muertas:
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—Adyuvantes oleosos.

—Antfigeno inactivado previamente culti-
vado,

—Liguidos embrionarios o cultivos sinté-
ticos en los cuales se mantuvieron respecti-
vamente ios antfgenos viricos o bacteria-
nos.

Estudio del adyuvante oleoso

Prueba de inocuidad y tolerancia en po-
llitos SPF:

Los investigadores franceses Desmettre vy
Chevrier han realizado una contribucién en
el campo de la tolerancia local e inocuidad
de los adyuvantes oleosos.

Por lo que se refiere a la tolerancia local,
ha sido estudiada en cuatro grupos de polli-
tos SPF de 14 dfas, los cuales fueron inocu-
lados respectivamente con 0,5 ml, de:

—Una emulsién tipo agua en aceite (A)

—Una emulsién tipo aceite en agua (B)

—Una vacuna virica en emulsidon agua en
aceite (VA).

—Una vacuna bacteriana en emulsion ti-
po aceite en agua (VB).

La inyeccion se efectud por via intra-
muscular en el pecho en cuatro distintos
puntos de inoculacion, correspondiendo ca-
da uno a cada uno de los cuatro productos
inoculados. Las cuatro emulsiones se inocu-
laron en cada grupo por rotacion en diver-
sos puntos del musculo pectoral.

Los pollos se sacrificaronalos 2,5, 14 y
28 drfas después de la inoculacion de los
4 productos, realizdndose la necropsia de
las masas musculares inoculadas y su ulte-
rior estudio histolégico.

Resultados de las pruebas de tolerancia
local

Al estudiar las zonas de inoculacion con
cada uno de los cuatro productos se apre-
ciaron ligeras lesiones de cardcter congesti-
vo y hemorrdgico hasta el 14° dfa post-
inoculacién. Comparativamente, las lesio-
nes aparecieron ligeramente mas marcadas
en el grupo de pollitos inoculados con la va-
cuna bacteriana e histol6gicamente se apre-
ciaron 2 tipos de lesiones:

—Unas agudas con congestion, ligeras he-
morragias, exudacion intersticial y algo de

necropsis de las fibras musculares superfi-
ciales.

—Otras sub-agudas, caracterizadas por in-
filtracion difusa con focos de células mono-
nucleares (histiocitos, linfocitos y celulas
gigantes).

Este criterio de clasificacion de las lesio-
nes ha consistido en valorar la entidad v la
evolucion de las mismas segin el grado de
tolerancia local de cada uno de los cuatro
productos inoculados. En base a estos crite-
rios de valoracion, ya al segundo dia des-
pués de la inoculacion es posible apreciar
tanto en los pollos inyectados con la emul-
sidn agua en aceite como con la vacuna viri-
ca y especialmente con los productos a base
de la emulsion aceite en agua o con vacuna
bacteriana, una fuerte inflamacion local
—tabla 1—. Las lesiones agudas observadas
al segundo dfa después de la inoculacion
tienden a reducirse rapidamente; al 5.° dia
las lesiones son muy moderadas o poco ex-
tendidas, muy reducidas al 14.° dfa y total-
mente extinguidas al 28.°

Otro elemento fundamental de la accion
local producida por el adyuvante oleoso lo
constituye la lesion sub-aguda gue se pro-
duce y que se caracteriza por una infiltra-
cion de células mononucleadas. Las lesiones
sub-agudas persisten hasta el 28.° dia des-
pués de la inoculacién, independientemente
del* tipo de vacuna y del tipo de emulsién
adoptada.

Las lesiones locales resultan muy simila-
res, tanto en los propios pollos tratados con
adyuvante solo, como en los tratados con
éste mas el antigeno virico o bacteriano.

El estudio de la tolerancia local de los
adyuvantes oleosos y de las emulsiones va-
cunantes fue realizado por Desmettre y
Chevrier con un estudio sobre su inocuidad
en un sentido general. Esta fue valorada en
base a los indicios de crecimiento ponderal
de pollitas y pollos de carne, a los que se
inocularon los productos a los 7 y 28 dias
de edad por via intramuscular, respectiva-
mente con 0,2 v 0,5 ml. de vacuna de New-
castle inactivada y emulsionada, en tanto
que otros fueron vacunados a las mismas
edades con 0,2 y 0,5 ml. de una bacterina
de Escherichia coli emulsionada en aceite-
agua. Durante la experimentacion, los cua-
tro grupos de animales vacunados, junto
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Tabla 1. Tipo de lesiones aparecidas.

eSior e Hemotragia Exlidade Infiltraclon de células| Necrosls de las
mononucleares flbras musculares

A 2 dias post-inoculacion:

Emulsion A [ 1] 000 000 Q6w
Emulsion B ® 000 @de [ ]
Vacuna virica VA [ ] ( ] ] [ ) ]
Vacuna bacteriana VB @2 eBa® (11 ]] eee
A 5 dias post-inoculacion:

Emulsion A [ ] [ ] 000 [ ]
Emulsion B [ ] [ ] ( I ] 0
Vacuna virica VA [ ] @ o0 ®
Vacuna bacteriana VB [ ] ) ( ] ] 000 [ )
A 14 dias post-inoculacion:

Emulsion A @ 0 (1 ]] [ ]
Emulsién B [ ] (0] 000 0
Vacuna virica VA [ ] [ ] 000 0
Vacuna virica VB 0 [ ] asoe [ ]
A 28 djas post-inoculacion:

Emulsion A 0 (0] [3l:s) [ ]
Emulsion B 0 0] (1 1] 0]
Vacuna virica VA 0 (0] (I ]] 0
Vacuna virica VB 0 (0] 289 [ ]

O Ausencia de lesiones.

® Lesion discreta.

®® Lesion poco extendida.
@@® Lesion bastante extendida.
@®@®e® Lesion muy extendida.

con controles no inyectados, se mantuvie-
ron en suelo de tierra durante los primeros
7 dias de edad y en bateria de 7 a 28 dfas y
en jaulas individuales desde 28 a 56 dias.
Todos los animales fueron alimentados con
piensos corrientes, pesandose individual-
mente para establecer la curva de desarrollo
ponderal de los vacunados en comparacion
con los controles no vacunados.

Resultados de las pruebas de inocuidad
general

El comportamiento de los animales vacu-
nados resultd homogéneo y del todo com-
parable a los del grupo control. No se evi-
dencié ninguna interaccion en base a la ra-
za, sexo o tipo de vacuna, sin existir dife-
rencias significativas —figuras 1 y 2.

De los resultados obtenidos en el curso

de la experimentacion por los investigado-
res franceses, se deducen dos indicaciones:
—Que las tolerancias local v general de
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Figura 1. Crecimiento de las pollitas para puesta tras su
vacunacion a 7 dias y revacunacion a los 28 con una vacu-
na bacteriana con emulsion aceite en agua (—vacunadas,
----- control).
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Figura 2. Crecimiento de los pollos para carne tras su va-
cunacion a los 7 dias y revacunacion a los 28 con una va-
cuna viva con emulsion agua en aceite (— vacunados,
—---- control).

las vacunas emulsionadas en adyuvante
oleoso pueden ser valoradas por examen
anatomopatolégico de las lesiones en el
punto de inoculacion y valoracion de las ta-
sas de crecimiento de los pollos vacunados
frente a testigos.

—Los estudios de tolerancia local de los
adyuvantes oleosos sefialan la inocuidad de
éstos, tanto adicionados con antigenos viri-
cos como bacterianos.

Estudio de la tolerancia local y general
de una vacuna monovalente contra la
pseudo-peste aviar, de una bivalente
(pseudo-peste+ EDS 76) y una trivalente
(pseudo-peste + EDS 76 + Gumboro)

Sobre la base de los criterios adoptados
por los autores franceses para valorar la ino-
cuidad de las vacunas oleosas, se realizaron
en el laboratorio pruebas de tolerancia local
v general de vacunas usadas ampliamente
en la prdctica e incluidas corrientemente en
los programas de vacunacién; se estudiaron
tres vacunas, una monovalente contra la
pseudopeste, una bivalente contra la pseudo-
peste mas EDS 76 vy una trivalente contra la
pseudopeste, EDS 76 y Gumboro.

Estas vacunas se prepararon con la mis-
ma cantidad de adyuvante y por lo que se
refiere a la pseudopeste y adenovirus EDS
76 con la misma cantidad de antigeno. La
prueba se efectud empleando para cada una
de las tres vacunas estudiadas 2 distintas

suspensiones de antigenos, el primero con
virus normalmente cultivado en huevos em-
brionados, centrifugado e inactivado con
betapropiolactona y emulsionado en un ad-
yuvante oleoso, y la segunda en suspension
con el mismo antigeno, pero que antes de
emulsionarse se sometio previamente a una
filtracion molecular o tangencial con el fin
de obtener una suspension de antigeno con-
centrado y purificado.

Técnica de ultrafiltracion molecular para la
concentracion y purificacion de los
antigenos

Antes de examinar los detalles y resulta-
dos de estas pruebas deseariamos ilustrar
brevemente las ventajas de la ultrafiltracion
molecular, procedimiento moderno recien-
temente introducido en el ciclo de produc-
cion de los antigenos viricos y bacterianos,
bien sea en el campo humano o veterinario.

La ultrafiltraciéon molecular es un proce-
dimiento que permite por una parte con-
centrar los antfgenos hasta 10-50 veces el
volumen inicial, y por otra, eliminar o me-
jor aun reducir notablemente las sustancias
heterogéneas y las impurezas presentes en
los Ifquidos embrionarios o los medios de
cultivo en el cual se desarrollaron los anti-
genos. Las ventajas que ello comporta son
dobles:

—Concentrar en un minimo volumen
gran cantidad de antigeno, por lo que se
hace factible la preparacion de vacunas
polivalentes gue contengan combinacio-
nes multiples, manteniendo inalterada la
dosis de inoculacion.
— Eliminar o por lo menos reducir fuer-
temente las sustancias extrafias e impure-
zas contenidas en las suspensiones bacte-
rianas o viricas, obteniendo el antigeno
con un alto grado de pureza, El porcen-
Taje de impurezas solubles que se elimi-
nan mediante filtracion tangencial, —cal-
culada en nuestros laboratorios sobre di-
versos |otes de antigeno inactivado de
Newcastle, adenovirus EDS 76 y virus
inactivado de la enfermedad de Gumbo-
ro— di¢ el resultado medio del 75 por
ciento menos, por reduccién de las impu-
rezas contenidas inicialmente en la sus-
pension antigénica.
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ESTUDIO DE LA TOLERANCIA LOCAL Y DE LA INOCUIDAD DE LAS VACUNAS MUERTAS

Resultado de las pruebas de tolerancia
local y general con vacunas normales y
con vacunas purificadas

Después de estas breves consideraciones
sobre la ultrafiltracion molecular, veamos
los detalles de las pruebas efectuadas con
las tres vacunas antes mencionadas. De ca-
da una de ellas se prepararon 2 tipos de va-
cunas: una con antfgeno normal y la otra
con antigeno concentrado y purificado.
Cada una de las 3 vacunas experimentadas
fue inoculada a pollos de 21 dfas de edad,
parte de la dosis via cutanea en el cuello vy
parte por via intramuscular en el pecho.
Hasta el 21° dia después de las vacunacio-
nes todos los animales se sometieron diaria-
mente a un cuidadoso examen del punto de
inoculacién vy a la inspeccion de su estado
general; esto Ultimo se valoro mediante ins-
peccion diaria de-las condiciones generales
v del consumo de pienso administrado dia-
riamente ad /ibitum a todos los grupos y su-
cesivamente mediante valoracion compara-
tiva de los incrementos ponderales y de los
indices de transformacién entre los lotes
vacunados y los controles, incorporandose
entre |los grupos un adyuvante incompleto
de Freund, tipo agua en aceite. Los resulta-
dos figuran en las tablas 2 y 3, siendo las
conclusiones de la prueba las siguientes:

—Todos los pollos vacunados con antige-
no normal manifestaron reacciones locales
de leve intensidad y duracion transitoria,
con incidencia minima en el grupo de po-
llos tratados con vacuna monovalente y una
incidencia maxima del 20% en los pollos va-
cunados con la trivalente. La frecuencia e
intensidad de las reacciones, aungue se ob-
servaran en un bajo porcentaje de animales,
tendieron a aumentar en los grupos trata-
dos con vacunas gue contenian mas de un
antigeno,

—En relacion a los lotes de pollos trata-
dos con antigenos normales, ninguno de los
inoculados con antfgenos concentrados vy
purificados presentaron reacciones locales
en el punto de inyeccién. Estos resultados
confirman por lo tanto la importancia del
uso de antigenos purificados. El objetivo de
la purificacion consiste en eliminar de entre
los componentes todas aquellas impurezas
contenidas en las suspensiones antigénicas,
gue probablemente son la base de las reac-
ciones locales indeseables, que en ocasiones
se observan después de la vacunacion con
vacunas de varios antigenos no sometidos a
purificacion.

No parece que se deducen diferencias sig-
nificativas en lo que concierne a la intensi-
dad v frecuencia de las reacciones locales
entre los grupos tratados via subcutdnea y

Tabla 2. Estudio de la reaccién local en pollitos vacunados con una vacuna monovalente contra New-
castle —ND—, bivalente, contra ND + EDS 76, y trivalente contra ND + EDS 76 + Gumboro —GD—.

Cada lote era de 30 pollitos.

\/ialda Reaccion local Reaccion local
Lote Vacunas e vacuna normal vacuna purificada
o] L] [ 1] o] o o0
1 ND sc 27 3 0 30 0 0
2 ND im 28 2 0 30 0 0
3 ND + EDS se 26 4 0 30 0 0
4 ND + EDS im 27 2 1 30 0 0
5 ND + EDS + GD sc 24 4 2 30 0 0
6 ND + EDS + GD im 25 4 1 29 1 0
7 Adyuvante sC 25 0 0 - -
8 Adyuvante im 25 0 0 - -

O ninguna reaccion
® Ligera reaccion transitoria
®® Reaccion intensa y duradera.

sC subcutdnea
im intramuscular

Universitat Autémdma de Barcelons
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Tabla 3. Pruebas comparativas de inocuidad entre la vacuna monovalente—ND—, bivalente —ND+EDS— y
trivalente —ND + EDS + G+, purificada, inactivada y emulsionada en adyuvante oleoso. Cada lote era de

30 pollitos.
Al vacunar: A las 3 semanas post-vacunacion:
Lote Vacunas Ve de
apficazion Indice Peso medio, Indice
Resaimedio.g. conversion g. conversion

1 ND sC 382 1,425 1.079 1,890
2 ND im 377 1,43% 1.091 1,870
3 ND + EDS sC 365 1,440 1.087 1,930
4 ND + EDS im 379 1,430 1.080 1,950
5 ND + EDS + GD | sc 371 1,418 1.090 1,820
6 ND + EDS + GD im 386 1,418 1.095 1,840
7 adyuvante sC 369 1,412 1.086 1,860
8 adyuvante im 30 1,410 1.077 1,840
9 - - 370 1,433 1,092 1,880

ND enfermedad de Newcastle.

EDS EDS 76

GD Enfermedad de Gumboro
sC subcutdnea

im intramuscular

los inyectados por via intramuscular. Nin-
guno de los pollos de los lotes control ino-
culados con el adyuvante de Freund incom-
pleto presentd alteracion alguna, lo cual
confirma que las reacciones locales anorma-
les procedieron por la presencia junto al an-
tigeno de sustancias heterogéneas e impure-
zas.

—Los resultados obtenidos ponen en evi-
dencia que ninguna de las tres vacunas ino-
culadas ni el adyuvante incompleto de
Freund solo produjeron variaciones sensi-
bles en los aumentos de peso vivo de los po-
llos.

Estudio de la respuesta inmunitaria

Otro estudio importante realizado con
los 3 tipos de vacunas fue averiguar la res-
puesta inmunitaria —tabla 4—. Del citado
examen de titulacién de anticuerpos se de-
duce que a las tres semanas después de la
vacunacion no hubo diferencias significati-
vas entre las respuestas inmunitarias de las
vacunas con antigenos normales y vacunas
con antigenos purificados.

Las medias geométricas de los titulos de
anticuerpos hallados entre distintos grupos
vacunados con vacuna monovalente —ND—,

bivalente —ND + EDS 76— y trivalente
—ND + EDS 76 + GD— no dieron variacio-
nes significativas.

Para ND di6 de 7,3 a 7,2 —vacuna nor-
mal— vy 7,2 - 7,0 —vacuna purificada—,
mientras que en las vacunas bivalentes el ti-
tulo IH contra Newcastle fue respectiva-
mente de 7,3 a 7,4 y de 8,3 a 8,5 para va-
cunas normalesy de 7,1 -7,3y 8,5 - 8,2 pa-
ra las purificadas. En los lotes inyectados
con vacunas trivalentes normales las medias
de los titulos IH para la ND y EDS 76 fue-
ron ligeramente inferiores sobre los lotes
anteriores —7,0 - 6,7 para ND, y 8,2 - 8,0
para EDS 76— siendo la media de los titu-
los anti-Gumboro 4,8-4,6, los cuales fueron
ligeramente inferiores a las de los vacuna-
dos con preparados monovalentes o biva-
lentes. Estos datos, en resumen, vienen a
demostrar una superponibilidad y afinidad
en las respuestas inmunitarias, con altas ta-
sas de anticuerpos, ante los antigenos sim-
ples —tanto normales como purificados—
suministrados por via subcutdnea o intra-
muscular.,

El descenso de los niveles de anticuerpos,
aun manteniéndose en todos los grupos por
encima de la minima proteccién, parece
acentuarse en razon del nimero de antige-
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ESTUDIO DE LA TOLERANCIA LOCAL Y DE LA INOCUIDAD DE LAS VACUNAS MUERTAS

Tabla 4. Respuesta inmunitaria en pollos vacunados con vacunas monovalente —ND— bivalente —ND+
EDSHGD —, inactivadas y emulsionadas en adyuvante oleoso. Cada lote era de 30 pollos.

Viade Titulos de anticuerpos con Titulos de anticuerpos con
Lote Vaclna apli- vacuna normal (*) vacuna purificada

caclon [\ (ND) | IH (EDS) |AGP (GD) | IH (ND) | IH (EDS) | AGP (GD)
1 ND s | 7.3 — = 72 = L
2 ND im | 72 = — 7,0 = -
3 ND + EDS sc 7.3 8,3 - 7,1 8,5 =
4 ND + EDS im 7 85 - 69 82 —
5 ND + EDS + GD | sc 7,0 82 48 6,8 8,2 46
6 ND + EDS + GD im 6,7 8,0 46 6,7 79 4.7
7 adyuvante sC 0 0 0 — - -
8 adyuvante im 0 0 0 — - -

(*) Medias geométricas de los titulos individuales expresados en Ic:g:Z

IH inhibicién de la hemaglutinacion.
AGP anticuerpos agar gel precipitacion.
sc subcutdnea

im intramuscular

nos contenidos en una vacuna; de hecho, en
la vacuna trivalente se manifiesta con evi-
dencia un fenémeno de interferencia.

En la practica este fenomeno de recipro-
ca competencia entre los antigenos inacti-
vados asociados no representa un factor li-
mitante del empleo de las vacunas muertas
polivalentes, que deben ser tenidas en con-
sideracion especialmente por razones prac-
ticas. En similares circunstancias, una ma-
yor depresion de la respuesta inmunitaria
ante diversos antigenos corre el riesgo de

causar reacciones locales indeseadas, espe-
cialmente cuando en las vacunas viricas po-
livalentes se incluyen antigenos bacteria-
nos.

Estudio de la tolerancia local de las
vacunas mixtas con antigenos viricos
y bacterianos asociados

Se efectud una posterior investigacion
sobre la tolerancia de las vacunas en emul-
siobn oleosa a base de vacunas mixtas

Tabla 5. Estudio de la tolerancia local en pollos vacunados con virus vacunante monovalente —\ND—biva-
lente —ND+EDS— y trivalente (-ND+EDS+GD-), asociados a un antigeno bacteriano de H. paragallina-

rum—HP—. Cada lote era de 30 pollos.

Primovacuna 2.a vacuna
Lote Vacunas
(0] ® L 1] (o] [ ] [ 1 ]
1 ND 30 0 0 30 0 0
2 ND + HP 28 2 0 25 2 3=
3 ND + EDS 30 0 0 30 0 0
4 ND + EDS 4 HP; 26 3 1 24 2 4*
5 ND + EDS + GD 30 0 0 30 0 0
6 ND 4+ EDS + G + HP | 27 3 0 24 3 38
7 HP 27 2 1 24 2 4*

O ninguna reaccion

® reaccion ligera

@®® reaccion intensa y duradera

(*) Reaccidn en el mismo lugar de la primera vacunacion.

(Continua en pdgina 367)
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