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El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el mejor esquema vy via para la aplicacién de VA-MENGOC-BC® en
ratones. Se inmunizaron 210 Balb/c con la referida vacuna por las vias intraperitoneal (IP-0,5 mL) e intramuscular (IM-
0,05 mL) con una, dos o tres inoculaciones y las correspondientes combinaciones de numero de dosis y vias de
administracion. Los animales recibieron un reto con la cepa B4P1.15 en concentracién de 10° unidades formadoras de
colonia por mL acompanadas de dextrana férrica (1 mg/mL, 0,5 mL, IP) como factor estimulante de la virulencia. Los
resultados demostraron diferencias estadisticamente significativas entre la sobrevivencia de los grupos vacunados y el
control (P<0,05); mientras que no se encontraron diferencias de supervivencia entre ellos. Las pruebas de

confrontacién indicaron que es mas adecuado vacunar a los ratones por via IM ya que se obtienen niveles similares de

proteccién con un volumen de vacuna 10 veces menor al empleado por via IP.
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Introduccién

El régimen racional y el tiempo secuencial de una vacuna
son aspectos que deben ser estudiados correlacionandolos
con los niveles de la respuesta inmune. Con ello se pueden
establecer patrones en los animales de laboratorio que
servirdn para estudios sucesivos o para la validacién de un
medicamento, ya sea de origen quimico o bioldgico (1).

Cuando se pretende hacer un programa de vacunacién o
poner en UsO una nueva vacuna, la respuesta inmune es un
aspecto que debe ser bien estudiado. Esta es de gran
significacién al utilizar un modelo animal para su futura
extrapolacién al humano, puesto que, segin Cuba (2) no es
posible hacerla en aquellos casos en que no se ha probado
la identidad entre la enfermedad del hombre y la del animal
experimental.

En el caso de las meningitis de origen bacteriano se
conocen multiples trabajos que se refieren a la eficacia de
los biomodelos experimentales en la simulacién de los
procesos clinico-patolégicos causados por los referidos
gérmenes, siendo muy importante su utilidad en este
sentido y en la demostracién de los efectos terapéuticos de
las vacunas vy los sueros, como sucede con las ratas
infantes y los ratones (3-6) en los casos de meningitis por
Haemophilus influenzae tipo b y MNeisseria meningitidis

grupo B. No obstante, se impone la necesidad de optimizar
los referidos modelos para de esta manera acercarnos cada
dia méas a los deseados biomodelos ideales.

El presente trabajo tiene como objetivo determinar la dosis
6ptima de VA-MENGOC-BC® en el ratén, donde se aplica
una, dos o tres dosis de la vacuna por via intraperitoneal o
intramuscular y se evalda la capacidad de proteccién
mediante prueba de confrontacién.

Materiales y métodos

Para el experimento se emplearon 210 ratones Balb/c de
peso inicial entre 18 y 22 g, mantenidos en las condiciones
reglamentadas para un vivario convencional. Como vacuna
se empleé VA-MENGOC-BC® en dosis IP de 0,5 mL e IM de
0,05 mL. Para la prueba de confrontacién se usé la cepa
B4:P1.15 de N. meningitidis procedente del cepario del
Instituto Finlay a concentracién de 10° UFC (3,1 DLg,),
inyectada por via IP (0,2 mL), después de aplicar dextrana
férrica (0,5 mg) por la misma via como factor estimulador
de la virulencia (FEV). Se formaron 14 grupos de
15 ratones cada uno, los cuales fueron vacunados con una,
dos o tres dosis de vacuna con 21 dias de intervalo (Tabla
1). A los 21 dias de la dltima dosis los animales fueron
confrontados a través de prueba de reto con la cepa de /.
meningitidis antes referida.
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Tabla 1.Descripcién estadistica de supervivencia de los ratones vacunados con VA-MENGOC-BC” segun grupos de estudio

A CONTROL 12 8 8.3 2.1
B IP - - 10 72 61.8 21.5
c IM - - 10 72 51.2 26.9
D IP 1P - 12 56.5 47.3 26.5
E M M - 12 18 30.8 21.2
£ 1P M - 11 17 36.7 26.7
G M 1P - 10 21 32 22.2
H 1P IP IP 10 23 35.5 25.4
| M IM IM 10 17 26.8 21.2
J IP M IM 12 17 27.7 22
K M IP IP 11 Ti# 52.2 27.5
L P P IM 10 17 22.7 17.3
M M IM IP 11 1 32 25.7
N IP M P 10 20 32 22.5
0 IM P M 12 17 26.3 21.3

Los datos experimentales fueron procesados mediante la
prueba Log-Rank para comparar cada grupo con el control
(A). Se consider6 como supervivencia el tiempo que
sobrevivieron los animales que murieron durante el periodo
que durd el experimento y sobrevivencia los porcentajes de
animales que no murieron durante el ensayo.

Resultados y Discusién

Al realizar un andlisis estadistico del tiempo de
supervivencia se observé que con una dosis de la vacuna
(Figura 1) por via IP el tiempo medio fue de 21 horas con
un 81,8% de sobrevivencia; mientras que en la via IM tuvo

20 horas la supervivencia con sobrevivencia de 66,6%.
Estos valores no difieren significativamente (P> 0,05), lo
cual hace pensar en el hecho de que la via IM resulta més
apropiada si tenemos en cuenta que la dosis utilizada por
esta via fue 10 veces menor que por la IP. Ello confirma los
resultados obtenidos en ensayos previos donde se lograron
elevados titulos de anticuerpos contra N. meningitidis B
utilizando esta misma via y dosis (7). No existen diferencias
estadisticas con respecto a la via IP, aunque todos difieren
respecto al control retado sin inmunizar cuando se usa una
sola dosis; coincidiendo con los resultados obtenidos por
(8) cuando usé VA-MENGOC-BC"® por vias S/C e I/P en ratas
libres de patégenos especificos (SPF).
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Figura 1 Resultados de la sobrevivencia en ratones Balb/c vacunados con una dosis de VA-MENGOC-BC®,

por dos vias de inoculacién (IP - IM).
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En los grupos que recibieron la vacuna en dos ocasiones
por ambas vias y sus combinaciones (Figura 2} todos
difirieron estadisticamente respecto al control retado sin
inmunizar. Sin embargo, hubo diferencias estadisticas en el
tiempo medio de supervivencia (rango: 22-23,5 horas;
Tabla 1) entre los grupos vacunados, aunque el mayor

porcentaje de sobrevivencia fue del 50% en el grupo D
{Tabla 2, IP-IP). Esta razén nos hace pensar en la
posibilidad de que exista una dosis 6ptima hasta ahora
desconocida por nosotros, al menos en cuanto a los
estudios de reto, cuando se usan dos dosis y las
combinaciones de las vias con esta vacuna.
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Figura 2. Resultados de la sobrevivencia en ratones Balb/c vacunados con dos dosis VA-MENGOC-BC® por dos vias de

inoculacién y sus combinaciones (IP e IM).

Tabla 2: Sobrevivencia de los ratones vacunados con
VA-MENGOC-BC" segtin grupo de estudio. Resultados
de la prueba Log-Rank (Comparacién de cada grupo con
el control -A)

A 0.0

B 80.0 0.00002
C 60.0 0.00005
D 50.0 0.00006
E 16.7 0.00009
z 27,3 0.00007
G 20,0 0,00020
H 30,0 0,00011
| 16,7 0,00004
J 18,2 0,00003
K 63,6 0,00003
k= 10,0 0,00003
M 27,3 0,00002
N 20,0 0,00013
o] 16,7 0,00002

El rango de supervivencia en los grupos vacunados con tres
dosis y las combinaciones de las dos vias (Figura 3) se
situé entre 17,2 y 22 horas. Se obtuvo mayor
sobrevivencia (63,6%) al vacunar con la combinacién del
grupo K (IM-IP-IP), no existiendo diferencias estadisticas
entre los grupos H, I, J, K, L, M, N, y O, pero todos
difieren con respecto al control no inmunizado y retado
segtn los estudios estadisticos realizados por el método de
Log Rank. En la comparacién de las
supervivencia no se apreciaron diferencias significativas
entre los grupos, pudiéndose establecer una relacion de
equilibrio entre los niveles de proteccién de los animales y
la dosis de confrontacién que ocasionan de esta forma la
no existencia de diferencias estadisticas desde el punto de
vista de la supervivencia, a pesar de que el esquema de
vacunacién del grupo K obtuvo un alto nivel de
sobrevivencia, lo que pudiera deberse a
existencia de una mayor concentracién de anticuerpos
especificos efectivos en este caso. Similares resultados
fueron obtenidos por Jessouroun et a/ (9), cuando estudi6

medias de

la posible
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preparados vacunales hechos a partir de vesiculas de la
membrana externa de N. meningitidis, inoculados en el
modelo de ratén y por Sifontes et a/ (10) en esta especie
animal previa vacunacién con VA-MENGOC-BC®, utilizando
la via intraperitoneal y del mismo modo que otros autores
(11-13) al inmunizar humanos utilizando diferentes tipos de
vacunas contra N. meningitidis. Se observa que cuando los

animales, a través de sus mecanismos de defensa son
capaces de periodo mayor de
aproximadamente 24 h, entonces la mortalidad
practicamente tiende a desaparecer. Por otra parte, no se
encontraron diferencias estadisticas entre los tiempos
medios de supervivencia de los animales fallecidos de
todos los grupos.

sobrevivir por un
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Figura 3. Resultados de la sobrevivencia en ratones Balb/c vacunados con tres dosis de VA-MENGOC-BC®
por dos dias de inoculacién y sus combinaciones (IP e IM)

También se han obtenido resultados de proteccién algo
superiores (14) con la misma vacuna, esquema de reto vy
cepa utilizada en este ensayo, aunque empleando un F.E.V.
diferente. En el presente experimento, al combinar las dos
vias con tres dosis de vacuna, la mejor proteccién fue del
63.6% en el grupo K (Figura 3) los cuales pudieran
considerarse adecuados ante un cruento reto como el
empleado en este ensayo.

Aungue se necesitan méas estudios relacionados con la
respuesta inmune celular y humoral, los resultados
coinciden con el incremento de células formadoras de
anticuerpos referidas por Lastre et a/ (15) en los primeros
dias posteriores a la inmunizacién con VA-MENGOC-BC®.
En lo referente a la inmunidad mediada por células vy

teniendo en cuenta el ciclo vital de la especie ratén, se
pudiera considerar gue estos resultados son satisfactorios
21 dias después de la ultima vacunacién con VA-MENGOC-
BC® vy en cierto sentido comparables con los obtenidos por
Pérez et a/ (16) cuando estudié la inmunidad celular en
recién nacidos y nifios después de una segunda dosis de
esta vacuna.

Finalmente estos resultados indican que quizas resultaria
mejor vacunar con una dosis IM, ya que esta confiere
niveles de proteccién similares a los obtenidos con una
dosis 10 veces mayor por via IP, lo que quedé demostrado
a través de las pruebas de confrontacién a que fueron
sometidos los ratones con las consiguientes ventajas
respecto a un menor consumo de vacuna por esta via y la
optimizacion de la respuesta inmune.
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Determination of immunization scheme with VA-MENGOC-BC® for challenge test in mices

Abstract

The aim of the present work was finding the best schedule and route for the administration of VA-MENGOC-BC" to mice for
challenge studies. 210 Balb/c mice were immunized with VA-MENGOC-BC” through intraperitoneal (IP, 0.5 mL) or
intramuscular (IM, 0,05 mL) routes, with several combinations of routes and number of doses (1, 2 or 3}. Animals were
challenged with Neisseria meningitidis B4P1.15 (10° colony forming units/mL, 0,2 mL, IP) and iron dextran {1 mg/mL 0,5
mL, IP) as virulence enhancement factor. Results showed significant statistical differences (P<0,05) among vaccinated and
control groups in terms of time of survival but not in relation to the proportion of animals that survived. Challenge tests
suggest that vaccination through IM route was more suitable since similar levels of protection were achieved with 10 times
less volume of vaccine.

Key words: VA-MENGOC-BC", immunized of schedule, mice, challenge.
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