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Las ratas SPF como modelo experimental para la enfermedad
meningococcica y evaluacion de la efectividad de VA-MENGOC-
BC®. 1 Estudio clinico-anatomopatologico

Infante JF, Sierra G, Campa C, Pérez V, Mufioz P, Munoz E, Gutiérrez M, Oliva R.

Instituto Finlay, Centro de Investigacion-Produccién de Vacunas y Sueros. La Habana, Cuba

Con el objetivo de profundizar en el conocimiento del modelo de meningitis meningocéccica en ratas libres de
patégenos especificos (SPF) y de evaluar la utilidad de dicho modelo para las pruebas de efectividad de la vacuna
cubana antimeningocdéccica VA-MENGOC-BC® se estudiaron dos grupos de animales inoculados con VA-MENGOC-
BC® y gel de hidréxido de aluminio respectivamente. Los animales de ambos grupos fueron retados con Neisseria
meningitidis del serogrupo B. Después del reto los animales fueron estudiados desde el punto de vista clinico y
anatomopatoldégico. En ambos grupos se observaron signos clinicos e histopatolégicos tipicos de enfermedad
meningocéccica. En el grupo inmunizado con VA-MENGOC-BC® no se produjeron muertes después del reto vy la
intensidad de la sintomatologia clinica y de las lesiones histopatolégicas fue menor que en el grupo placebo.

Introduccion

La enfermedad meningocdéccica constituye un grave
problema para la salud humana, sobre todo en los nifios a
pesar de existir antibidticos efectivos contra este germen
(1).

En Cuba se ha llevado a cabo éxitosamente la vacunacion
masiva contra esta enfermedad, de la misma forma se ha
hecho en Brasil usando la vacuna obtenida en Cuba (2).

Diferentes modelos experimentales han sido usados para
el estudio de varios aspectos de la enfermedad
meningocéccica, incluyendo la evaluacion de los
componentes vacunales y de la vacuna como un todo en
diferentes fases de su investigacién, evaluacién y control
(3).

En dichos estudios han sido usados monos, curieles,
conejos, ratones y embriones de pollo (4); sin embargo,
continla siendo una necesidad el uso y
perfeccionamiento de estos modelos para facilitar la

busqueda de nuevas generaciones de preparados
vacunales con novedosas tecnologias.
Algunos modelos en los que se ha demostrado

correlacién con el humano en la induccién de inmunidad
son: Chimpancé, curiel, ratén, conejo y burro (5).

Esto se ha logrado mediante la inmunizacién sistémica
con: células fijadas con formaldehido, complejo proteico
de la membrana externa, polisacaridos y antigenos
mixtos (6).

Dada la necesidad de profundizar en diferentes aspectos
relacionados con la obtencién de un modelo animal de
meningitis meningocdéccica adecuado para la evaluacién
de la vacuna antimeningocéccica cubana VA-MENGOC-
BC®, nuestro grupo ha laborado intensamente durante

varios afios con las ratas SPF (libres de patdégenos
especificos), con el objetivo de profundizar en el
conocimiento de los aspectos
anatomopaldgicos del referido biomodelo, por lo que en el
presente propusimos evaluar las
manifestaciones clinicas y las lesiones histopatolégicas
en ratas SPF inoculadas con VA-MENGOC-BC® o gel de
hidroxido de aluminio y posteriormente retadas con
Neisseria meningitidis tipo B.

clinicos y

trabajo  nos

Materiales y Métodos

Se utilizaron 30 ratas SPF, machos, de la linea Lcng
Evans, con un peso promedio de 450 a 530 g y seis
meses de edad, procedentes del Centro Nacional para la
Producciéon de Animales de Laboratorio (CENPALAB),
mantenidos en aisladores estandar. Los animales se
distribuyeron segin se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Disefio del experimento

No. de Via de No. de

Grupo animales  inoculacion animales
Control 10 IP 5
(Placebo) SC 5
Vacunados 20 IP 10
* SC 10

Los animales del grupo experimental recibieron la vacuna
VA-MENGOC-BC®, mientras que el grupo control recibié
como placebo gel de hidroxido de aluminio con la misma
concentracion que en la formulacidon vacunal. La dosis
utilizada para ambos grupos fue de 0,5 mL y su
aplicacion se realizé por la via IP (Intraperitoneal) o SC
(Subcutéanea).
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En ambos grupos se practicé una segunda inoculacién
nueve semanas después de la primera, con idénticas
caracteristicas.

A los 15 dias de la segunda dosis, se suministré 1 mL de
pristane (SIGMA, Chemical Company) al 75% diluido en
medio de Frantz modificado (7) por via intraperitoneal (IP)
como irritante de la cavidad abdominal. A continuacién
los animales fueron retados con MNeisseria meningitidis
serogrupo B cepa 385, suministrada por el cepario del
Instituto Finlay, en dosis de 10® UFC/mL suspendidas en
medio de Frantz a razén de 1 mL por la via (IP) para cada
animal. Se observaron clinicamente las ratas de ambos
grupos valorando la intensidad de los sintomas los cuales
fueron expresados de la siguiente forma:

+ Disminucion del consumo de alimentos y agua.

+ + Disminuciéon del consumo de alimentos y agua.
mas trastornos nerviosos leves.(tics).

+ + 4+ Disminucién del consumo de alimentos y agua
més trastornos nerviosos severos. {postracion,
posturas anormales y muerte).

Tabla 2. Resultados generales del experimento

Tanto a los animales sacrificados como a los que
murieron durante el experimento se les practicé la
necropsia, siguiendo el método propuesto por Castillo (8),
ademds se tomaron fragmentos de érganos y tejidos, los
cuales fueron fijados en formalina neutra al 10%, vy
procesados por la técnica de inclusién y cortes en
parafina, coloreandolos con hematoxilina-eosina.

Resultados y Discusion

Transcurridas dos horas de la confrontacién, todas las
ratas presentaron sintomas caracterizados por
disminucion del consumo de alimentos y agua, bajo nivel
de respuesta a los estimulos sonoros, siendo estos mas
evidentes en los animales controles (Tabla 2), donde
ademas se registraron muertes. El resto de los animales
se recuperaron luego de transcurridas 12 horas del reto,
comportamiento similar al observado en ratas recién
nacidas confrontadas con Neisseria meningitidis grupo B
(9) y con otros gérmenes causantes de meningitis .(10,
11y 12).

Via de Cantidad de Cantidad de ani- Intensidad de

inoculacion y Cantidad de animales males muertos las manifes- Muertes Sacrificados

producto animales al inicio  confrontados antes de la taciones post-confron- post- onfron-

utilizado del experimento al germen confrontacion clinicas tacion tacion

Placebo IP 5 5 - +4+++ 1

Placebo SC 5 4 1 + 4+ + + 2 2

Vacuna IP 10 9 1 + + - 9

Vacuna SC 10 10 - + - 10

TOTALES 30 28 2 - 3 25

Los estudios anatomopatolégicos revelaron lesiones por la via SC. Estas lesiones son atribuibles a la accion

granulomatosas diseminadas en la cavidad abdominal
(Tabla 3) (Figuras 1, 2, 3) en los animales inoculados por
via IP y circunscritos a la zona de inyeccidon en el tejido
celular subcutaneo en los que recibieron la inoculacién

del hidroxido de aluminio usado como adyuvante (13,
14). Resultados similares a estos han sido reportados con
el uso de otros adyuvantes de depdsito en las especies
de ratén y curiel. (15, 16, 17).

Tabla 3. Lesiones histopatoldgicas en cavidad abdominal
Higado Bazo

Engros. de  Neutrof. Const. Hiperp. Engros. de
Via de Cant. de Cant. De la cdpsula en esp. Degen. de los de los la capsula Abdtes.n
inoc. De animales animales por tej. de portay de los Con- cordo- corpus. por tej. de eutrof. Abdtes.
prod. analiza- no ana- granu- parén- hepato- ges- nes de de Mal-  granulo- en los megaca-
Utilizados dos lizados lacion quima citos tion  Bilroth phio matoso cordones riocitos
PL. IP 5 4 4 4 1 3 3 4 1 4
PL. SC 4 1 - 2 4 2 1 - - 2 1
Vac. IP 9 1 3 - 7 2 5 8 8 - 7
VAC. SC 7 3 - 1 7 - 4 6 - - 4
TOTALES 25 5 11 7 22 5 13 17 16 3 16
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Tabla 3. Lesiones histopatolégicas en cavidad abdominal (continuacién)

Ganglio
Vesicula linfatico
Rifnon Pdncreas seminal Peritoneo mesentér.
Hemorra- Glomeru- Formacio- Abdtes. cél.
Engros. de  Nefritis gia en Iitis Glomé nes granul. Formaciones  Formaciones plasmaticas
Cilindros  la cép. de intersticial  corteza y membra- ruloescle en la perif. granul. enla  granul. en la
hialinos Bowman focal médula nosa r0Sis glandular  perif. gland. diseminadas médula
4 1 1 5 - - 2 1 5 1
1 - - 2 1 - - - -
7 3 4 6 4 3 8 6 9 3
7 1 3 4 1 3 - B B 6
19 5 8 17 6 6 15 10 23 10

Figura 1. Forulacién granulomatosa en la Figura 2. Formacién granulomatosa a F‘igura 3. Fc:rulacién grar’1ulomatosa rr'macrofa’sica
superficie del bazo. Rata SPF, vacunada nivel del epiplén. Rata SPF, vacunada situada encima de las capsulas de Glisson. Rat’a
con VA-MENGOC-BC® por la via con VA-MENGOC-BC® por Ia via SPF, vacunada con VA-MENGOC-BC® por la via
intraperitoneal. intraperitoneal. intraperitoneal. H.E. X 80.

Los animales controles que murieron o fueron meningitis (Tabla 4). (Figura 4). Similares lesiones han
sacrificados, presentaron lesiones caracteristicas de sido reportadas en ratas recién nacidas (18)

Tabla 4. Hallazgos histopatolégicos en encéfalo y médula espinal

SNC

Via de
inoculacion Cantidad de animales Encéfalo Médula
y producto analizados Meningitis Cong. de Gliosis Con
utilizado histopatolégicamente focal vasos focal lesiones
Plac. I.P 4/5 3 2 2 -
Plac.S.C 2/5 - 1 - -
Vac. |.P 9/10 - 7 1 -
Vac. S.C 7/10 - 3 - -
TOTAL 22/30 3 13 4 -
4 VacciMonitor, febrero de 1997
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Otras lesiones encontradas, como las
neumonitis agudas e infartos
endocéardicos, bazos sépticos vy
presencia de neutréfilos abundantes
en el higado de los animales
controles (Tablas 3 y 5}, han sido
sefaladas para las septicemias por
Neisseria meningitidis en seres
humanos (19). Por otra parte,
debemos sefnalar que las hiperplasias
linfatico-ganglionares con presencia
de abundantes células plasmaticas en
su zona medular (Tabla 5} (Figura 5}
pudieran ser la expresién de una
fuerte actividad inmunoldgica
estimulatoria, la cual es un rasgo
significativo del efecto que sobre el
sistema inmune ejercen los
componentes de la pared celular de
diferentes microorganismos (20, 21).

Figura 4. Discreta meningitis fribrinopurulenta focal en rata SPF control,
retada con N. meningitidis. H.E x 80.

Tabla 5. Lesiones histopatolégicas en cavidad toracica

Pulmén Corazon
Via de
inoculacion y Cant. de
producto animales Congestiony  Neumonia Hemorra- Infarto Hemorra- Miocarditis interst.
utilizado analizados edema aguda gia subendocérdico gia Focal
Placebo IP 5 5 3 - 2 1 -
Placebo SC 4 4 1 4 - 1 -
Vacuna IP 9 7 - 6 1 1 -
Vacuna SC 7 7 1 4 - 1
TOTAL 25 23 5 14 3 3 1

Teniendo en cuenta la apariciéon de
lesiones caracteristicas de
meningitis meningocdccica en los
animales retados, asi como la
menor intensidad de los sintomas y
las lesiones histopatoldgicas en los
animales vacunados, consideramos
que este pudiera ser un biomodelo
experimental de la enfermedad
meningocdéccica potencialmente util
para la evaluacion de la efectividad
de VA-MENGOC-BC®, aungue
debe continuarse profundizando en
su estudio para convertirlo en una
herramienta atil para el trabajo
diario.

Figura 5. Infiltrado de células linfoides, macréfagos y células plasmaticas
en aracnoides de ratas SPF retadas con V. meningitidis grupo C.
H.E. H.E x 280.
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SPF Rats as an Experimental Model of Meningococcal Disease and for the Evaluation of the Effectiveness of
VA-MENGOC-BC". I. Clinical and Anatomopathological Study

Two groups of animals were inoculated with VA-MENGOC-BC® or aluminum hydroxide gel respectively in order to further

study the model of meningococcal meningitis in specific pathogen free (SPF) rats and to evaluate the usefulness of this
experimental model for the assessment of the effectiveness of the Cuban meningococcal vaccine (VA-MENGOC-BC®). The

animals of both groups were challenged with serogroup B Neisseria meningitidis. All animals were studied after challenge by

clinical observation and histopathological evaluation. Typical clinical and histopathological signs of meningococcal

disease

were observed in both groups. No deaths were recorded after challenge in the group immunized with VA-MENGOC-BC® and
less intense clinical and histopatological manifestations were observed compared with the placebo group.
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