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RESUMEN

La Mancha de los Bovinos es una miositis clostridial causada por Clostridium chauvoei (C.chauvoei), que
afecta a bovinos jovenes de 6 meses a dos afios de vida. El diagndstico de mancha se efectla mediante el cultivo
microbiolégico e identificacion del agente etiolégico en el mdasculo de animales afectados. La
Inmunofluorescencia (1.F.) en improntas de musculo es una alternativa al cultivo anaerébico, que resulta confiable
solo si es efectuada por profesionales especialistas y usando conjugados especificos que garanticen ausencia de
reaccion cruzada con otros clostridios, tales como C.septicum, C.novyi, C.sordelli y C.perfringens. La prevencion
mediante el uso de vacunas, demostré a lo largo de los afios ser muy efectiva. Se formularon vacunas
experimentales polivalentes conteniendo C.chauvoei, las cuales fueron evaluadas mediante el test internacional de
potencia en cobayos y el test alternativo de potencia en ratones. En base a la informacion obtenida, se estandarizo
la masa antigénica de C.chauvoei en las vacunas polivalentes de serie, tomando como referencia al test de
potencia en cobayos, que es el mas exigente.
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INTRODUCCION

Blood y col. (1986) definen a la "pierna negra™ (black leg o black quarter) como "una enfermedad infecciosa
aguda, causada por Clostridium chauvoei (C.chauvoei) caracterizada por inflamacién de los musculos, severa
toxemia y alta mortalidad".

Sefialan la diferencia entre "verdadera pierna negra”, causada por Clostridium chauvoei, y "falsa pierna negra",
en la cual estan involucrados otros clostridios (C. septicum, C.novyi y C.sordelli).

Esta enfermedad infecciosa de los bovinos jovenes, es motivo de equivocos e imprecisiones, causados en
algunos casos por el habito de denominarla "Carbunclo Sintomatico" y en otros, por diagndsticos erréneos.

Frecuentemente se efectlan necropsias de bovinos a campo que concluyen con un diagnostico de Mancha,
basado en el antecedente de muerte repentina y la evidencia de lesién oscura circunscripta en una region de las
masas musculares que "mancha" el cuero adyacente.

En este articulo se utilizara el término "Mancha" para definir a la miositis clostridial que afecta a bovinos
jévenes de 6 meses a 2 afios de edad aproximadamente, cuyo agente etiolégico es la bacteria C.chauvoei. Es
importante sefialar que no es esperable que vacas adultas que han recibido sucesivas vacunaciones contra
C.chauvoei , enfermen de Mancha.

Desde el punto de vista epidemioldgico, los bovinos adultos son naturalmente resistentes a la infecciéon por
este microorganismo "%,

PRESENTACION CLINICA

La enfermedad es de presentacion aguda y pueden encontrarse animales muertos sin haberse detectado signos
clinicos previos. Cuando se detectan animales con sintomatologia, se observa profunda depresion producto de una
toxemia generalizada y cojera manifiesta si la infeccion esta instalada en alguna masa muscular de los miembros.
En estos casos, puede detectarse a la palpacion profunda una débil crepitacion debida a la presencia de gas "%

A la necropsia, el musculo afectado tiene una coloracion oscura, con presencia de edema serosanguinolento en
el tejido subcutaneo adyacente.

Si bien la lesion descripta es caracteristica de la infeccion causada por C.chauvoei, no es patognoménica y es
facilmente confundible con lesiones causadas por otros clostridios productores de gangrenas "2,

DIAGNOSTICO ETIOLOGICO

El diagndstico confirmatorio se consigue por el aislamiento y tipificacion del microorganismo por un
laboratorio con experiencia en el cultivo de anaerobios. Existen alternativas menos engorrosas como la
inmunofluorescencia directa, la cual sélo sera confiable si es efectuada por un especialista, que:

a) Ejecute la técnica e interprete los resultados en relacion a la muestra recibida.
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b) Conozca la epidemiologia y patogenia de estas enfermedades.
c) Utilice una bateria de conjugados contra todos los clostridios que pueden estar involucrados en miositis
gangrenosas (C.chauvoei, C.septicum, C.novyi, C.sordelli y C.perfringens) .
d) Emplee conjugados que hayan sido sometidos a controles de especificidad y no den reacciones
cruzadas .
Si nolgg 8(:umplen todas estas condiciones, las posibilidades de arribar a un diagnéstico correcto se reducen al
minimo ~>"°.

PREVENCION

La prevencion mediante el uso de vacunas, demostré a lo largo de los afios ser muy efectiva. Siendo una
enfermedad del bovino joven, es conveniente que los terneros reciban 2 dosis de vacuna conteniendo C. chauvoei
antes de los 6 meses de vida.

Si bien el esquema propuesto es vacunar al segundo mes y revacunar al tercer mes de vida, cada estable-
cimiento debera disefiar una estrategia acorde con tipo de explotacion, sus condiciones de manejo, estacio-
namiento y duracion de los servicios, distribucion de la paricion, etc.

En ganado de cria, la aplicacion de una tercera dosis de vacuna a todos los terneros que se destetan, cumple
con el objetivo de garantizar que todos los terneros nacidos en esa época de paricion hayan recibido por lo menos
2 dosis.

Es recomendable la vacunacién de refuerzo a los vientres un mes antes de la paricion para transferir inmunidad
a los terneros a través del calostro.

VACUNAS: ASPECTOS RELACIONADOS CON LA ELABORACION Y CONTROL

Las vacunas destinadas a la prevencion de "Mancha" estan elaboradas con cultivos de C. chauvoei inactivados
con formol. Los antigenos protectores estan ubicados en la pared de la célula bacteriana, siendo importante pre-
servar su estructura y evitar su deterioro por envejecimiento de los cultivos o exceso de inactivante .

A principios de la década del 90, el SENASA establecié un modelo de potencia en ratén para las vacunas que
se comercializaban en Argentina. Esa medida fue de vital importancia para el mejoramiento de la calidad de las
vacunas que se elaboraban hasta ese momento 2°.

En ese modelo, los ratones reciben 4 vacunaciones con 0,25 ml de vacuna, los dias 1, 4, 7 y 10 de la prueba, y
son desafiados al dia 21 con 100 DL 50 de esporos de C. chauvoei, resuspendidos en cloruro de calcio al 2,5 %, el
cual actia como necrosante muscular, favoreciendo la instalacion de la infeccién.

Para que una serie de vacuna sea satisfactoria mediante la prueba en ratones, se requiere un minimo de 60 %
de animales vacunados sobrevivientes a las 24 horas post desafio.

Las normas internacionales y regionales vigentes para el control de vacunas que contengan C.chauvoei
(Farmacopea Europea, C.F.R.-USA y normativa MERCOSUR) exigen como requisito para aprobacion, el ensayo
de potencia en cobayos **°,

Este consiste en la vacunacion de 8 cobayos con 1/5 de la dosis bovina, 2 inmunizaciones con un intervalo
entre ambas de 21 a 23 dias, y un desafio 15 dias después de la ultima vacunacién, con 100 DL., de esporos
resuspendidos en cloruro de calcio al 5 %. Como control de la prueba, se desafian 5 cobayos no vacunados. Los
animales se observan durante 3 dias.

Este modelo califica como satisfactoria a una serie cuando logra por lo menos el 87,5 % de proteccion, es
decir, cuando s6lo muere 1 de los 8 cobayos vacunados. Para validez de la prueba, 4 de los 5 controles (80%)
deben morir por la infeccién a los 3 dias de inoculados.

El empleo de una especie mas susceptible a la infeccion, la concentracion dos veces superior de necrosante
muscular y el requisito de casi 90% de proteccion, hacen que esta prueba sea mas exigente que la prueba en
ratones y por lo tanto s6lo es superada por vacunas de 6ptima calidad.

PRUEBAS DE POTENCIA EFECTUADAS EN EL MODELO RATON Y EL MODELO COBAYO

Se efectuaron pruebas de potencia utilizando paralelamente el modelo raton y el modelo cobayo, a partir de
formulaciones experimentales y vacunas de serie.

Para ello, se efectuaron ensayos de dosis-respuesta con 12 formulaciones experimentales conteniendo distintos
lotes de C.chauvoei, combinado con C.septicum y toxoides de C.perfringens Cy D.

Por otra parte, se evaluaron 5 series de producto terminado, mediante los dos modelos en paralelo.

ANIMALES DE LABORATORIO

Ratones: albinos, CF1, adultos de 18 a 22 g de peso.
Ensayo en ratones: Segun indicaciones del Manual de Control de Vacunas Bacterianas GELAB-SENASA 1995.
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Cobayos. Raza Hartley, de 500 +/- 50 g de peso.

Ensayo en cobayos: De acuerdo con la Resol. 77/96 Mercosur, Resol. 12/97 SENASA y Manual de Control de
Vacunas Bacterianas GELAB-SENASA 1995.

Los ensayos en animales fueron efectuados por un laboratorio acreditado perteneciente a la Red Oficial de Control
de Vacunas Bacterianas *°.

RESULTADOS

En las tablas | y II, se detallan los resultados obtenidos con doce formulaciones experimentales y 5 series de
vacuna, evaluadas simultaneamente con los dos modelos.

Tabla l.- Resultados de ensayos de potencia con formulaciones
experimentales conteniendo distintos lotes de C.chauvoei.

Formulaciones Ensayo en Ensayo en
expenmentales rafones cobayos

Lote de

C.chauvoel  Protegcion Calificacidn Fratecoion Calificacion
058 80% Satisfactoria 62,5% Mo satistactoria
060 80% Satisfactoria 62.5% Mo satistacioria
066 100% Satisfactoria 62 5% Ma satisfactona
0E9 100% Satisfactoria 5% Mo satisfacicria
(a reconirol)
076 80% Satisfactonia 62.5% Mo salislactoria
081 100% Satisfacioria T59% Mo salisfactona
(2 recontrol)
00s 100% Satisfactoria 100 % satisfactona
006 100% Satisfactoria 100 % Satisfacioria
008 00s Satisfactoria 100 % Satisfactoria
0ae 90% Satisfactoria 100% Satisfactoria
087 100% Satisfactoria 100°% Satistactona
0as 100% Satisfactoria 100% Salisfactoria
Tabla Il Resultados de ensayos de potencia con vacunas de serie
evaluadas mediante los dos modelos.
Vacuna / IN? Serie Ensayo en ralones Ensayo en cobayos
Froleccion calficacion Proteccidn calificacion
Bioclostrigen JS [ 51 100% Satistactoria 100% Sansfactoria
Bicclostrigen J5 /53 100% Satisfactoria 100% Satisiactoria
Bioclosingen.JS / 54 100% Satistactoria 100% satistacioria
Bioclostrigen J5 [ 55 100% Satisfactoria 100% salsfacioria
MGE [/ 134 100% Satisfactoria 100% Sansfactoria

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como se observa en la Tabla I, formulaciones que fueron calificadas como satisfactorias mediante el ensayo en
ratones, resultaron no-satisfactorias en el ensayo en cobayos. Incluso, formulaciones con 80 y 100 de proteccion
en ratones, tampoco resultaron satisfactorias.

La necesidad de armonizar métodos de control de bioldgicos para el comercio dentro del MERCOSUR, motivo
que se unificaran los criterios en base a las exigencias que dictan los organismos de referencia internacionales.
Para el caso de los controles de potencia de C.chauvoei, la adopcion del modelo cobayo se origina en su buena
correlacién con la proteccién en el bovino.

La informacidn generada por los ensayos dosis-respuesta utilizando ambos modelos en paralelo, permitio
ajustar la masa antigénica incluida en cada dosis de vacuna de serie, en base al test mas exigente. La aparicion de
casos de miositis clostridial diagnosticadas a campo sin el diagndstico etioldgico (aislamiento y caracterizacién
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del microorganismo), lleva frecuentemente a confusiones e interpretaciones erroneas respecto de la capacidad
protectiva de las vacunas.

La posibilidad de contar con vacunas que superen los estandares mas exigentes de calidad, bien utilizadas a
campo, minimiza el riesgo de sufrir brotes de Mancha en rodeos correctamente inmunizados.
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