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1.-INTRODUCCION

La queratoconjuntivitis infecciosa bovina (QIB) es una de las
enfermedades mas prevalentes en los bovinos de la Argentina, causando
agudas pérdidas por disminucién del crecimiento del ganado en engorde,
costos de tratamientos y disminucion del valor de venta de los animales con
lesiones oculares evidentes (1).

Su agente etiologico es Moraxella bovis una bacteria Gram negativa,
de morfologia diplobacilar, no fermentadora de azlcares, pero que licta la
gelatina como principal caracteristica bioquimica, la que se utiliza para su
identificacion taxondmica. Entre sus principales atributos de virulencia se
encuentran la expresion de pili (Ilamados también fimbrias), que le permiten
adherirse a las células corneales, y la secrecion de una citotoxina con actividad
de R-hemolisina, con accién deletérea sobre las células blanco (corneales) y
leucocitos (1,2). También segrega otros potenciales factores que pueden
intervenir en la virulencia bacteriana como fosfolipasas, sistemas de
adquisicion de Fe**y enzimas proteoliticas e hidroliticas (1).

Antes de abordar el tema de este informe creemos oportuno realizar
una breve descripcion actualizada de la patogenia de la enfermedad basada
en estos atributos de virulencia a fin de mejor explicar las medidas de control
que se expondran luego.

2.- PATOGENIA

2.1 Principales factores de virulencia de Moraxella bovis
2.1.1 Pili

Son estructuras proteicas de la superficie bacteriana compuestos por
una unidad con una secuencia amino-terminal altamente conservada de
aproximadamente 16-18.000 daltons de peso molecular (3). Se han descripto
dos tipos distintos de pili denominados | y Q con pequefias diferencias del
peso molecular que son productos de genes distintos, estan compuestos por
secuencias de aminoacidos diferentes y comparten aproximadamente el 60%
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de sus antigenos. Las cepas de M. bovis que expresan pili pueden variar su
fase desde un tipo al otro «in vitro» y tal vez «in vivo» (4). Su funcion consiste en
mediar la adherencia de M. bovis a las células corneales de tipo oscuro
principalmente. Se verificé que las cepas que no expresan pili son apatogénicas.

Debido a su estructura proteica, los pili son inmunogénicos, por lo tanto
estimulan la expresién de anticuerpos especificos, caracteristica que fue
aprovechada para su clasificacién en 7 grupos denominados con letras desde
el grupo A a G inclusive (5). Se ha verificado que ante presion selectiva por
anticuerpos o por cambios ambientales o fisioldégicos en los tejidos del
huésped M. bovis puede cambiar la expresiéon antigénica de los pili, teniendo
esto implicancias en la formulacién de vacunas con el fin de proteger contra
la infecciéon o enfermedad (3).

Nosotros hemos realizado un estudio preliminar a fin de clasificar dentro
del esquema enunciado a los tipos piliares expresados por una coleccion de
aislamientos autdctonos de M. bovis obtenidos de brotes de campo de QIB en
la Argentina (6). En la tabla 1 se puede apreciar la clasificacion que se obtuvo
con las cepas estudiadas. En la tabla 2 se puede observar una distribucion
parcial de serotipos en algunos de los establecimientos muestreados.

Tabla 1.- Agrupaciéon en serotipo piliar de los aislamientos de M. bovis
estudiados

SEROTIPO
A B [+ ) E F 6 NR*
Mb® | Mb1194 | Mb 1294 CMIb |Epp63 | Mb1194 | Mb 1294
1194 03 | 142® 44@ 04® 175®
Ler2® | Jgpe® Hr 2@ A18 Mb1294 80-4
oI 1610
89-221 416 Ce3A HRI1b®
55-17 LCT 1® LCII 3

LCT 49 Jpé n®
CMI 4 5-Buch
CM4 85E

4-RAUCH BB
85 E109 A7 OD
A60D Al6 OD
B6 A12 OD

Numeros entre paréntesis corresponde a identificacion de establecimientos
de pertenencia. NR: no reactores
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Tabla 2: Visualizacién de algunos establecimientos que contenian mas de un
serotipo de M. bovis

Identificacion de establecimiento
Serotipo 1 2 3 4 5
A Mb1194 03 LCI 2
B Mb1194 142 Jp 6
c Hr 2 Mb
1294 44
G Mb 1194 04 CMT 4 LCI1LCTI 4
No HRT 1b Mb 1294 175 Jpb no hem
reactoras

Del estudio de las dos tablas anteriores puede concluirse que a partir
de una limitada coleccién de aislamientos de M. bovis pudo detectarse una
gran variabilidad de serotipos entre los establecimientos chequeados, (Tabla
1), verificandose que en al menos 5 de ellos se detectaban animales con por lo
menos 2 serotipos distintos (Tabla 2). Asi mismo se detectaron aislamientos
no clasificables dentro de los grupos antigénicos piliares preestablecidos,
que potencialmente podrian pertenecer a serotipos autéctonos.

La variabilidad genética, aunque no necesariamente debida a la
composicion piliar, de distintos aislamientos de la Argentina, Brasil y Uruguay
fueron estudiados mas recientemente (7, 8). En un primer estudio 60
aislamientos argentinos fueron agrupados en 15 subgrupos distintos basados
en determinaciones del perfil de fingerprints de DNA, de proteinas de membrana
externa y de lipopolisacéridos, evidenciando gran variabilidad genética (7). En
otro estudio los autores determinaron que el 63% de un total de 18 aislamientos
de M. bovis realizados posteriormente a 1990 diferian de las cepas utilizadas
en vacunas para la Argentina y Uruguay, sugiriendo que las cepas prevalentes
cambiaron durante el periodo estudiado y que estos cambios pudieron haber
sido estimulados por la selecciéon inmunoldgica ejercida por el extenso uso de
vacunas a partir de los 80 (8). Esta teoria postulada anteriormente por otros
autores, que observaron que el cambio de expresién piliar observado en un
ensayo de vacuna pudo haber respondido a la presion inmunoldgica ejercida
por anticuerpos especificos (3).

2.1.2 Citotoxina

Ha sido descripta y estudiada la produccion por parte de M. bovis de una
citotoxina con actividad &-hemolisina de entre 94-97 KD de peso molecular.
Esta toxina seria segregada asociada a vesiculas de la membrana celular de

M. bovis, siendo al parecer rapidamente hidrolizada en este medio por
enzimas proteoliticas también producidas por la bacteria y presentes en el
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sobrenadante de los cultivos en medio liquido (9). La citotoxina es de naturaleza
proteica e inmunogénica, y probablemente los anticuerpos que generan sean
protectivos.

La citada toxina pertenece a la familia de toxinas RTF, siendo similar en
su constitucién bioquimica y funciones a otras toxinas de la misma familia
como las segregadas por ciertas cepas de E coli, de Actinobacillus
pleuropneumoniae, de Mannheimia haemolytica, etc. (1,9) en cuanto a que
poseen similar mecanismo de accién produciendo un poro en la membrana
de las células blanco, a través del cual se establece un flujo idnico que produce
el estallido celular. La citotoxina de M. bovis actla de esta manera sobre células
corneales, neutrdfilos, linfocitos y otros tipos celulares, produciendo el dafio
corneal que define a la QIB.

2.1.3 Otros factores de virulencia

Se ha detectado la secrecion de fosfolipasa B con accion enzimatica
sobre fosfolipidos de membrana, que puede resultar en lisis celular. También
se ha identificado en sobrenadantes de cultivos de M. bovis enzimas hidroliticas
como C4-esterasa, C8-esterasa-lipasa, C 1l4-lipasa, fosfoamidasa,
hyaluronidasa y fosfatasa, enzimas proteoliticas como leucina y valina,
aminopeptidasas y gelatinasa, que podrian participar en la produccion de
Ulceras corneales (1).

3.-CONTROLTERAPEUTICO POR MEDIO DE ANTIMICROBIANOS

Esta enfermedad se ha tratado de controlar por los mas diversos medios,
algunos de los cuales son completamente empiricos, no habiendo encontrado
su utilizacion un debido sustento cientifico. Ejemplo de esto lo constituye el
uso tépico de torundas de gasa embebidas en aceite quemado. Por tanto en
esta seccion describiremos los métodos clasicos de control medicamentoso
por medio de drogas antibidticas, sus vias de aplicacion y estrategia.

3.1 Antibiéticos mas frecuentemente usados

Siendo la QIB una enfermedad no prevenible (10) se han usado terapias
basadas en la administracién de antibioticos desde que se conoce el origen
infeccioso de la misma. Moraxella bovis es una especie relativamente sensible
a la mayoria de los antimicrobianos de uso corriente. En un trabajo que
realizamos utilizando una coleccion de 88 aislamientos de campo de Moraxella
bovis determinamos que, de los antibiéticos probados que pueden observarse
en latabla 3, la casi totalidad de las cepas aisladas fueron totalmente resistentes
a la lincomicina y cerca del 85% de los aislamientos fueron solo medianamente
sensibles a la eritromicina (11).
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Tabla 3: Sensibilidad a los antibi6éticos de una coleccion de 88 aislamientos

de M. bovis (11)

Punto de corte

Antibiético Susceptible Intermedia Resistente
Enrofloxacina <0.5 (100)* 1 >2
Ceftiofur < 2 (100) 4 >8
Ampicilina <0.25-¢< 8 (100) 0.5-16 >0.5-> 32
Tilmicosina < 8(100) 16 >32
Eritromicina <05 (15.9) 1-4 (84.1) >8
Lincomicina <05 1-2(2.2) >4 (97.8)
Gentamicina <4 (100) 8 >16
Oxytetraciclina <4 (100) 8 >16
Trim/Sulfamet. < 2/38 (100) - >4/76

@ Cifras entre paréntesis significan porcentajes de aislamientos sobre el total
estudiado.

Debe considerarse que la sensibilidad antibidtica de una especie bacteriana
«in vitro» no siempre coincide con su susceptibilidad «in vivo», por tanto nosotros
probamos la eficacia de alguna de las drogas testeadas en un rodeo de cria
compuesto por ganado de raza Hereford en que anualmente se producian
brotes de QIB hacia el fin del verano, en el pos-destete. Puede observarse en el
grafico 1 que la administracion de tilmicosina subcutanea (SC) a razon de 5 6
10 mg/kg o intrapalpebral (IP) a una dosis total de 300 mg, produjo a los 21
dias post-tratamiento un reduccion de las lesiones corneales de QIB
significativamente superior a la lograda por la administracién de 300 mg de
oxitetraciclina LA (IP) o a la observada en un grupo control no medicado (12).

Grafico 1: Evolucion de los scores lesionales en distintos tratamientos de un
rodeo bovino afectado por QIB (12)
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Existen otras comunicaciones sobre la eficacia de distintas drogas para
el tratamiento de la QIB.

En un trabajo donde se utiliz6 el ceftiofur cristalino libre de acido, de
larga accién, se informa que una inyeccién Unica de la droga en el tejido
subcutaneo de la region posterior de la oreja de bovinos de carne entre 3y 9
meses de vida, tuvo un efecto positivo en la resolucion de lesiones de QIB en
un brote de infeccion natural (13). En otro informe se verifica que una inyeccion
Unica SC de tulathromicina tuvo un efecto positivo en la resolucién de lesiones
de la enfermedad en un lote de terneros de entre 5-6 meses de vida inoculados
experimentalmente con M. bovis (14).

La oxitetraciclina de larga accidén es una droga muy utilizada para el
tratamiento de brotes de QIB, habiéndose comprobado que su administracion
precoz, al iniciarse las lesiones corneales, a una dosis de 20 mg/kg PV
intramuscular, fue util para controlar la evolucién de las mismas y producir la
cura bacteriologica de los ojos afectados (35). También fue probada la eficacia
de la administracion IP de oxitetraciclina de larga accién versus la aplicacion
intramuscular (IM) de la misma droga en terneros de 4-5 meses de vida
enfermos naturalmente de QIB. Los autores informaron que no hubo diferencias
en la tasa de mejoria entre los dos tratamientos, en que los terneros afectados
moderadamente resolvieron sus lesiones aproximadamente 10 dias luego
del tratamiento versus 17 dias que demoraron los animales severamente
afectados. Obviamente determinaron que los inyectados IP requerian
sensiblemente menor cantidad de droga que los inoculados IM para lograr el
mismo efecto (281 versus 2033 mg para los afectados moderadamente; 1156
versus 3982 mg para los afectados severamente) (15). Existen también reportes
mas antiguos que afirman que la cloxacilina benzatinica, aplicada por Unica
vez o repetida a las 72 horas en forma topica en base oleosa fue eficaz para
reducir y cicatrizar lesiones de QIB en terneros afectados (16).

3.2.- Vias de aplicacion

Basicamente existen dos vias de aplicacion de los antimicrobianos para
el control de la QIB: la via sistémica que puede ser: subcutanea (SC) o
intramuscular (IM), y la via local que puede ser intrapalpebral (subconjuntival)(IP)
o topica. A fin de encarar el tratamiento de un brote de QIB la eleccion de las
drogas, vias de aplicaciéon y estrategia de administracion al rodeo dependera
de distintas variables: cantidad total de animales en el rodeo afectado,
instalaciones, prevalencia e incidencia de la enfermedad en el rodeo, costos
de las drogas a utilizar, disponibilidad de mano de obra.

Histoéricamente la via local tépica fue la mas utilizada para el tratamiento
de animales afectados debido a la facilidad de aplicacién de los productos
terapéuticos. Sin embargo la principal limitante que posee es que la
permanencia de los compuestos medicamentosos activos depende del
excipiente en que se encuentren diluidos. Asi, los antimicrobianos suspendidos
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en solucion acuosa tienen una muy corta vida Util a nivel de las lagrimas y son
facilmente barridos por las mismas, y aunque alcancen momentaneamente
en estas secreciones una alta concentracion que supere la Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM), no seran efectivos para el control de las lesiones de
QIB. Debido a esto se hace necesaria la aplicacion de estos productos entre 3
a 4 veces por dia por 4 a 7 dias (16). Sin embargo se han desarrollado productos
que diluyen los antibiéticos (penicilina procainica y penicilina benzatinica) en
base oleosa o en ungilientos y que han probado mantener concentraciones
terapéuticas en el saco conjuntival por 37 y 56 horas, respectivamente (16).

Existen pocos trabajos que realicen la comparacion de la accién
terapéutica de la via de administracion local versus la via sistémica; sin embargo
se ha reportado que dos administraciones tdpicas de cloxacilina benzatinica
en base oleosa (375 mg) tuvieron el mismo efecto en reducir las lesiones de
QIB que dos inyecciones IM de oxitetraciclina LA (20 mg/kg), teniendo la misma
capacidad para eliminar M. bovis en muestreos posteriores al tratamiento
av7).

Dentro de las vias locales de aplicacion de antibi6ticos para el
tratamiento de la QIB, la via intrapalpebral (IP) no es muy utilizada; sin embargo
es muy eficiente en términos de lograr altas concentraciones oculares de las
drogas administradas y reducir los costos por tratamiento. Esta via
probablemente lleva a una difusién directa de las drogas hacia las membranas
coroides y esclerética, y si se llegase a derramar parte del in6culo
probablemente ingresaria en el film lagrimal y eventualmente en el ojo por via
de la cornea como si hubiese sido aplicada t6picamente (16). Las drogas que
se pueden inyectar en forma IP en el parpado superior pueden ser del grupo de
las tetraciclinas. Si se inocula oxitetraciclina larga accion (LA) se producira una
reacciéon dérmica que podria producir un cierto grado de necrosis en el sitio de
inoculacién. Si la necrosis no es severa, la reaccién que produce es benéfica
ya que contribuye a cerrar el ojo impidiendo la accion de irritantes predisponentes
a la infeccion, como polvo ambiental, luz UV, malezas, etc. En el trabajo citado
anteriormente (12) observamos que la tilmicosina inoculada a razén de 300
mg totales IP producia similar reduccion de lesiones que la inyeccion de 2,5
mg/kg SC y mejor efecto que la administracion de 300 mg totales de
oxitetraciclina LA. También se ha reportado el uso de inyecciones IP de penicilina
procainica a razén de 3 x 10° Ul con una concentracién en lagrimas que superaba
la CIM por 35 horas (16).

En otro informe se afirma que la inyeccion IP de 2 dosis de penicilina
procainica (3 x 10° Ul) con 48 a 72 horas de intervalo tuvo similar eficacia en la
curacién de ulceraciones corneales que la administracion IM de 2 dosis de
oxitetraciclina LA (20 mg/kg) con un intervalo de 72 horas en forma conjunta con
la administracién oral de 1g oxitetraciclina/450 gr de pellets de alfalfa. La dosis
por animal fue de 2 gr oxitetraciclina/250 kg PV por 10 dias. Este Ultimo esquema
disminuia la prevalencia y prevenia la recurrencia de lesiones corneales (18).
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Las vias sistémicas SC e IM son muy efectivas en disminuir la infeccion
por M. bovis localizadas en las glandulas lagrimales y en la mucosa nasal. Las
drogas administradas por esta via pueden entrar a las estructuras oculares via
el film lagrimal o a través de la circulacidn perilimbal o intraocular, siendo los
compuestos lipofilicos los que mayor concentracion alcanzan (16).

Entre las drogas de eleccién para el uso de esta via se encuentran la
oxitetraciclina LA (20 mg/kg), que alcanza y mantiene concentraciones
terapéuticas en glandulas lagrimales, cérnea y conjuntiva hasta 72 horas post
inoculacién. El florfenicol también fue considerado como una droga util para el
tratamiento de la QIB utilizado SC en una dosis de 40mg/kg o IM en dos dosis
con 48 hs de intervalo a razén de 20mg/kg (16). La tilmicosina también reveld
ser un antibiotico muy efectivo en reducir lesiones de QIB a razén de 5-10 mg/
kg (12).

En general esta via es muy apta para la aplicacion de las drogas que se
mencionan en el item 3.1 y no presenta diferencias en la accion terapéutica con
respecto a la via IP, ademas de ser facilmente administrables a través de una
inyeccion SC o IM. Sin embargo tiene el inconveniente que al ser una inoculacion
sistémica la dosis a administrar para que se obtengan concentraciones
oculares que superen a la CIM debe ser mucho mas elevada que la utilizable
en vias de administracion IP.

Se acepta que el tratamiento de casos clinicos de QIB con antibidticos
es efectivo para reducir el tiempo de cicatrizacion de lesiones corneales
asociadas a la misma. Sin embargo, en un estudio epidemioldgico que evalla
todas las comunicaciones sobre eficacia terapéutica de distintas drogas contra
QIB, los autores concluyen que no existen evidencias de que este tratamiento
produzca diferencias en las ganancias de peso diarias entre grupos tratados y
controles, en experiencias con infeccién natural estadisticamente validadas
(29).

3.3 Estrategias de aplicacion de antibitticos

Si bien existe abundante material publicado sobre sensibilidad
antibiotica de distintas drogas contra Moraxella bovis, incluyendo informes
sobre eficacia terapéutica de las mismas, no existe mucha informacién sobre
la estrategia de aplicacion de las mismas en los distintos sistemas productivos
bovinos, ni en las distintas condiciones epidemioldgicas de la enfermedad en
estos sistemas.

La recomendacion clasica para tratar terapéuticamente a animales
afectados con QIB es apartarlos del rodeo, tratarlos con la dosificacion y
frecuencia indicada de la droga de eleccién y reinsertarlos en su medio
luego de la finalizacién del mismo. Este esquema, si bien correcto desde el
punto de vista médico, puede no ser el ideal desde el aspecto econémico y de
manejo del rodeo afectado con un brote de la enfermedad, dependiendo su
adecuacion al tipo de explotacion.
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Debe recordarse que: 1) los casos de terneros afectados por QIB se
producen a lo largo de todo el verano; 2) existen portadores sanos que pueden
eliminar el agente, contaminar los vectores (moscas), y estos a su vez infectar
animales susceptibles. Hemos comprobado que la mucosa nasal es un habitat
donde M. bovis puede encontrarse y sobrevivir, pudiendo ser un lugar desde
donde parten las infecciones que luego se hacen clinicas (20); y 3) pueden
existir multiples serotipos de M. bovis en el mismo rodeo; ello podria explicar
las infecciones intercurrentes en un mismo animal, cuya generacion de
inmunidad adquirida post-infeccién puede ser dirigida contra uno de ellos,
conservando intacta la susceptibilidad contra otro (6).

Estas cuestiones hacen que, de adoptarse el esquema de tratamiento
descripto anteriormente en brotes en rodeos de cria con gran nimero de
animales, el trabajo de apartar los mismos, tratarlos, volverlos al rodeo, apartar
un nuevo grupo de afectados (que se hallaban en el periodo prepatente
subclinico de la enfermedad cuando se apartd el primer grupo), tratarlos,
volverlos al rodeo, y asi sucesivamente, consumiria un gran tiempo y esfuerzo
por parte de los productores, que pasarian gran parte de la época de mayor
incidencia ocupados en controlar el brote.

Ha sido informado que el tratamiento de todo el rodeo con oxitetraciclina
LA IM, seguido del suministro diario de oxitetraciclina oral 2gr/250 kg PV por 10
dias, reduce la incidencia de la QIB al 3% dentro de la estacion estival (16). Sin
ser la droga de eleccion la determinante del esquema, se ha informado en la
misma publicacién que la administracion de drogas a todos los animales
simultaneamente seria efectiva en reducir la incidencia de la QIB (16). Ello
podria explicarse teniendo en cuenta que cuando aparecen animales afectados,
concebiblemente hay otros infectados en periodo prepatente que van a seguir
uno de dos caminos: 1) se convierten en portadores-diseminadores subclinicos
de la infeccion, o 2) la infeccion se vuelve clinica y desarrolla las lesiones
tipicas de la enfermedad, por lo que va a ser necesario tratarlos médicamente.
Sin embargo, si se administra el antibiético en forma simultanea a todos los
animales, lesionados o no, concebiblemente se reduce el nUmero de
infectados prepatentes, que no siguen la evolucién descripta, consiguiéndose
disminuir entonces la presion de infeccion de M. bovis sobre el rodeo y por
tanto disminuir la incidencia de los brotes en la estacién estival. Con ello
podriamos tal vez espaciar la cantidad de tratamientos durante la estacion, con
el consiguiente ahorro de trabajo fundamentalmente en el movimiento de
animales. Obviamente la via de aplicacion IP seria la ideal para esta estrategia,
debido al menor requerimiento de droga que se necesitaria, con respecto a las
vias sistémicas. Las medicaciones tOpicas también podrian ser aptas, siempre
y cuando la permanencia del principio activo en los tejidos oculares fuese la
minima necesaria. Un problema a resolver seria la generacion de resistencia
ante la dosificacion masiva de animales; sin embargo, la gran susceptibilidad
de M. bovis contra casi todos los tipos de drogas podria disminuir este problema
potencial. Esta estrategia podria adoptarse en los rodeos cuando se verifique
que la incidencia de los brotes va en aumento, esto es por ejemplo cuando
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alcance al 2-5% del rodeo con tendencia a aumentar. En caso de observarse
una baja proporcién (0.5-1%) de animales afectados, tal vez no se justificaria la
adopcién de esta estrategia sino la terapéutica individual de los mismos.

El esquema de tratamiento metafilactico propuesto no necesariamente
se adapte para todos los tipos de explotacién. Para aquellas en que el acceso
a los animales sea facil, o el numero de animales sea muy limitado, es
técnicamente aconsejable la estrategia medicamentosa convencional de
apartar, medicar, curar y reponer.

El control de vectores como la «mosca de la cara» podria ser
fundamental en los brotes estivales con una gran poblaciéon de los mismos,
aunque en condiciones de pastoreo sea un objetivo de dificil cumplimiento.
Ademas no explica los brotes invernales de QIB donde la poblacion de vectores
es minima.

4.- CONTROL PREVENTIVO: UTILIZACION DE INMUNOGENOS ESPECIFICOS

Desde los afios "70 luego de que se estableciera el rol de Moraxella
bovis como agente de la QIB se han desarrollado distintos inmundgenos con
el fin de prevenir la enfermedad. En nuestro pais existen un limitado nimero de
publicaciones relativas al tema.

En un experimento en dos establecimientos pecuarios realizado luego
de que estén disponible en el mercado vacunas con Moraxella bovis en fase
piliada, el autor reporté una buena proteccion conferida por las mismas con
diferencias significativas entre los grupos vacunados y no vacunados (21). Sin
embargo otros autores utilizando la misma bacterina encontraron que los
niveles de proteccion conferidos a los grupos vacunados eran bajos (19,6%),
razon por la cual sugirieron que la inclusion de cepas regionales podria ser
una estrategia de utilidad para incrementarlo (22). Nosotros realizamos
posteriormente un ensayo utilizando dos marcas comerciales distintas de
bacterinas piliadas contra Moraxella bovis en un establecimiento de cria de
ciclo completo donde se registraban anualmente brotes de queratoconjuntivitis.
Las primeras lesiones comenzaron a aparecer a los 28 dias post inoculacion
y se prolongaron en los tres grupos (dos vacunados y un testigo sin vacunar)
hasta los 113 dias post inoculacién en que se concluy6 el ensayo sin haberse
detectado diferencias entre los grupos (23). En otro ensayo (Zielinski & Piscitelli,
no publicado, 1998) tampoco pudimos detectar diferencias entre grupos
vacunados y testigo sin vacunar cuando evaluamos una bacterina piliada en un
rodeo Hereford de un establecimiento de cria de ciclo completo cuando se
produjo el brote severo de QIB. Tabla 4.
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Tabla 4: Evaluacion de eficacia de una bacterina piliada contra la QIB en un
rodeo Hereford con infeccién recurrente durante la época estival

Inoculacién 1ra observ 2da observ 3ra observ 4ta observ
(17-12-98) (20dpi*) (56 dpi) (92dpi) (132dpi)
% Grado % Grado % Grado % Grado % Grado
afec | lesion | afec | lesion | afec | lesion | afec | lesion | afec | lesién
Vacun. 0 0 12 5° 1 2,3 1 2,3° 3 29¢ 2
(n=50)
No 0 0 31° 105 | 5.2 1 17° 1,1 34¢ 13
vacun
(n=50).

* Dias post inoculacién
-Distintos superscriptos significan diferencias estadisticas

Luego de esta generacion de vacunas piliadas se probaron a nivel
internacional diversos desarrollos. En uno de ellos se ensayd una preparacion
de hemolisina libre de células inactivada por formol y adyuvantada por adyuvante
incompleto de Freund, junto a otra preparacién consistente en antigenos piliares
sintetizados por expresion de plasmidos en vectores que codificaban la proteina
piliar. Los resultados fueron no concluyentes en cuanto al nivel de proteccion
conferida por las mismas (24). En otro trabajo autores australianos ensayaron
la actividad protectiva de pili en vacunas monovalentes y multivalentes contra la
infeccion experimental por M. bovis. Uno de los grupos desafiados por una
vacuna monovalente fue protegido en el 100%, pero en otro encontraron soélo el
25% de proteccion, aislando organismos de un serogrupo piliar heterélogo al
del desafio. Concluyeron que ante la presion de anticuerpos homélogos, los
organismos cambiaron su expresién piliar disminuyendo significativamente el
efecto protector de la vacuna experimental (25).

Con el fin de obviar el problema de la variabilidad antigénica
representada por la composicion de los pili, se prepard y llevé a cabo un ensayo
en base a una bacterina autégena. Se la inoculé por via SC o IP a fin de
comparar también las vias de aplicacion, en vistas a estimular una respuesta
local de mucosas mediante la segunda via. Los autores informaron que no
hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos vacunados
por cada via con respecto al grupo control no vacunado (26).

Utilizando otra estrategia de presentacién de antigenos, autores
norteamericanos informaron los resultados de una vacuna experimental contra
M. bovis basada en la administracion de citotoxina recombinante adyuvantada
con ISCOMS («Immune stimulating complexes») por via subcutanea. Informaron
que existieron diferencias a favor en la proteccion conferida por la vacuna
experimental versus los grupos testigo inoculados sélo con ISCOMS o con
solucién salina; sin embargo el 50% de los animales en el grupo vacunado
sufrieron Ulceras corneales, evidencia de que la proteccion fue parcial. Los
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autores sugirieron que la administracién por alguna via que estimule una
respuesta de inmunidad local de mucosas podria aumentar la proteccion (27).

Dos articulos del mismo grupo de investigacién informan los resultados
de vacunas experimentales contra QIB, basados el primero en la administracién
de una preparacion enriquecida de citotoxina de M. bovis adyuvantada con Quil
A (28), y el segundo en la inoculacion de una vacuna en base a pili y citotoxinas
recombinantes de M. bovis adyuvantada con ISCOMS (29). En ambos estudios
se evidencia una cierta tendencia a mayor proteccion frente a la infeccién natural
en los grupos vacunados versus los grupos placebo, pero ninguno de los
productos evidenciaron una eficacia considerable como para que sean
considerados promisorios en tal efecto.En el ultimo trabajo los autores
sugirieron que el desarrollo futuro de vacunas debiera incorporar pili y citotoxinas
con adyuvantes que aumenten la produccion local de IgA a nivel lagrimal,
como asi también la inclusién de antigenos no relacionados con M. bovis, que
pudieran tener algun rol patogénico en la enfermedad, como la recientemente
descripta Moraxella bovoculi (29).

A este respecto, muy recientemente, ha sido publicado un estudio que
afirma que bacterinas autégenas elaboradas con Moraxella bovoculi o
Moraxella ovis fallaron en producir protecciéon en bovinos afectados
naturalmente por QIB (30).

Los principales esfuerzos para obtener antigenos de Moraxella bovis
capaces de estimular una respuesta inmune protectiva han sido dirigido hacia
las estructuras de adherencia-pili- y las citotoxinas, sin embargo, M. bovis
posee otros atributos de virulencia como proteasas, fibrinolisinas, fosfolipasas,
y otros compuestos de superficie que son antigenos potencialmente
conservados y que presentados correctamente ante el sistema inmune podrian
estimular una respuesta protectora. No obstante el potencial de diversidad
antigénica de M. bovis que es muy elevado, y la conversion de epitopes requieren
una vigilancia epidemioldgica continuada de los aislamientos a partir de los
brotes naturales. Estos conceptos indujeron a autores australianos a afirmar
que investigaciones sobre inmundgenos conservados de la especie en caso
de hallarse alguno protectivo, junto a medidas apropiadas de manejo de la
enfermedad usadas al mismo tiempo, podrian potencialmente controlar, si no
prevenir, la aparicion de brotes de QIB (31).

En un reciente estudio epidemiolégico evaluando la calidad cientifica de
los articulos publicados desde el afio 1960 a 2005 informando resultados de
pruebas de evaluacién de vacunas contra QIB, los autores encontraron que
sélo el 20% de los estudios que utilizaban métodos de distribucién al azar y
controles ciegos del resultado (utilizados como indices de calidad) informaron
resultados a favor de la vacuna, mientras que de los que no informaban suficiente
metodologia de control (baja calidad cientifica), el 43% de los articulos
publicados reportaron resultados favorables (32), evidenciando que: 1) los
informes de menor calidad cientifica tendian a mostrar mejores resultados de
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las vacunas experimentales; y 2) existe una tendencia que evidencia la baja
proteccién que ofrecen las vacunas contra la QIB.

En nuestro laboratorio intentamos desarrollar una bacterina contra M.
bovis para lo cual realizamos experimentos preliminares cuyo objetivo
especifico era medir la respuesta inmune local en términos de secrecion de
IgA de diversas preparaciones antigénicas, adyuvantadas con distintos
productos e inoculadas por las vias intranasal o intrapalpebral. (33). Tabla 5.

Tabla 5. Composicidny vias de administracion de bacterinas experimentales

contra M. bovis

Via de

Tratamiento Antigeno Adyuvante administracién

1 Pilis PLGA* Intranasal

2 Pilis PLGA* Intranasal

3 Pilis QuilA Intranasal

4 Pilis QuilA Intrapalpebral

5 Pilis Marcol Arlacel Intranasal

6 Pilis Marcol Arlacel Intrapalpebral

7 Pilis Marcol Span Intranasal

8 Pilis Marcol Span Intrapalpebral

9 Pilis PBS+Antibiéticos Intranasal

10 Pilis PBS+Antibidticos | Intrapalpebral

1 Soma Inactivado QuilA Intranasal

12 Soma Inactivado QuilA Intrapalpebral

13 Placebo QuilA Intranasal

14 Placebo Marcol Arlacel Intranasal

15 Placebo Marcol Span Intranasal

16 Control - -

En este trabajo fuimos capaces de estimular una respuesta en IgA

medida a través de una prueba de ELISA especificamente desarrollada, tal
como se evidencia en la tabla 6. En la misma, el texto en negrita sefiala aquellos
tratamientos en que se obtuvo respuesta significativa de IgA secretoria. En el
grafico 2 se evidencia la evolucion de la reaccién en IgA de los tratamientos que
llevaron Quil A como adyuvante.
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Tabla 6: Tratamientos ordenados seguin capacidad de elevar los titulos de
anticuerpos.

Tratamientos Via de administracién
Pili Quil A Intranasal
Pili Marcol Span Intranasal
Pili Quil A Intrapalpebral
Pili Marcol Arlacel Intranasal
Pili Marcol Span Intrapalpebral
Pili Marcol Arlacel Intrapalpebral
Pili PBS y Antibiéticos Intranasal
Pili Microencapsulado 18 Intranasal
Pili PBS y Antibiéticos Intrapalpebral
Soma Quil A Intranasal
Pili Microencapsulado 17 Intranasal
Placebo Quil A Intranasal
Control -
Placebo Marcol Span Intranasal
Placebo Marcol Arlacel Intranasal
Soma Quil A Intrapalpebral

6rafico 2: DO obtenidas luego de la inoculacion con Pilis y Quil A como adyuvante
0,9 -

~* DO Pili QuilA IN

081 —=— DO Pili QuilA IP

071 —&— DO Placebo QuilA IN

0.6 1 —< DO Grupo Control
0,5

0,4 -
0,3
0,2 A
0,1 4

0

Densidad
Optica

M1 M2 M3 M4 M5 M6
Muestreos

Si bien el ensayo no fue disefiado para evaluar proteccién, ya que no se
esperaba un brote de QIB debido a que fue realizado en la época invernal
donde la prevalencia de infeccién es normalmente baja y no se desafiaron los
animales experimentalmente, a medida que se realizaban los muestreos para
obtener la curva de anticuerpos se observaron los ojos de los animales y se
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obtuvieron muestras para estudios bacteriologicos. En el grafico 3 puede
observarse la cuantificacion de animales observados con lesiones durante la
experiencia. En total se utilizaron 80 animales distribuidos al azar en grupo de
5 terneros por tratamiento.

Total de animales lesionados durante
el ensayo

n afectados

o N b~ O
A\ N

M1 M2 M3 M4 M5 M6

Muestreos

Grafico 3: deteccion de animales con lesiones compatibles con QIB durante
el ensayo

Puede concluirse a través del estudio de éstos y otros datos que si bien
las formulaciones experimentales administradas por via intrapalpebral e
intranasal fueron capaces de estimular una respuesta inmune de mucosas,
no lo fueron para proteger a los animales contra la infeccion (cantidad de
aislamientos de M. bovis no mostrados), ni contra las lesiones producidas por
este agente (u otros asociados) (33).

Lamentablemente es nuestra opinién que las vacunas no son efectivas
para proteger a porcentajes significativos de bovinos contra la QIB y no hemos
encontrado sdlidos trabajos experimentales que demuestren lo contrario. La
mayoria de los reportes existentes y citados expresan que los productos
experimentales «contribuyen a proteger» u «ofrecen proteccion parcial» contra
la enfermedad. En USA la situacién es similar a la que se encuentra nuestro
pais, en que existen vacunas en el mercado cuyos resultados son inciertos y
esporadicamente se utilizan las autovacunas con idénticos resultados (34).
Seria necesario mucha mas actividad de investigacion basica, estudiando la
composicion antigénica de Moraxella bovis a fin de determinar posibles
antigenos conservados entre las multiples variantes de la especie con
capacidad para estimular una respuesta inmune protectiva. A su vez estos
antigenos putativos debieran ser presentados al sistema inmune de tal manera
que estimulen una respuesta efectiva a nivel de la mucosa conjuntival, que es
una superficie externa expuesta a multiples factores, tanto biolégicos como
quimicos vy fisicos que contribuyen a desencadenar los fendmenos patolégicos
gque determinan la aparicion de lesiones oculares y que podrian a su vez
neutralizar una respuesta inmune protectora.
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5.- CONCLUSIONES

- La mayoria de los antibioticos de uso frecuente en Medicina
Veterinaria son activos «in vitro» e «in vivo» contra Moraxella bovis,
contribuyendo su utilizacion a cicatrizar la lesiones corneales
significativamente mas rapido que en animales no tratados.

- Esimportante la estrategia a adoptar para el tratamiento de brotes
de QIB, debiendo tenderse a acotar no solo las lesiones de los
animales afectados clinicamente, sino también el ciclo de infeccion
a través del tratamiento de portadores subclinicos.

- Existen numerosas limitaciones inherentes a: la patogenia de la
enfermedad, la variacion antigénica del agente causal, los agentes
intercurrentes, las condiciones ambientales, la geografia
anatomica donde se desarrolla el proceso patolégico, entre otros.
que hacen que las vacunas actualmente en uso tengan un limitado
valor para prevenir la enfermedad.
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