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En Cuba, Brasil y otros paises se llevé a cabo exitosamente la vacunacién masiva contra la enfermedad
meningocécica con VA-MENGOC-BC®, Las ratas SPF (Libres de Patégenos Especifico) han demostrado su eficacia
no solo en el control, sino ademds en las investigaciones actuales de nuevas variantes de las vacunas. En este
trabajo se observé las posibles diferencias existentes entre ratas vacunadas y controles, al ser sometidas a un reto
con Neisserias meningitidis serogrupo B y C, con el fin de demostrar la proteccién conferida por VA-MENGOC-BC®.
Para este ensayo se utilizaron 48 ratas SPF de ambos sexos de la linea Spreague Dawley; los animales controles
fueron inoculados con gel de hidréxido de aluminio por la via intramuscular (I/M) y subcutéanea (S/C) mientras que los
vacunados recibieron por estas vias la VA-MENGOC-BC® en dosis de 0,25 mL; se realizaron estudios
microbiolégicos de bacteriemia y anatomopatolégico a los animales muertos o sacrificados al final del ensayo;
también se determiné la presencia de anticuerpos en sangre mediante el sistema SUMA. Los datos se procesaron por
un andlisis estadistico de ANOVA. Los resultados obtenidos evidenciaron que los animales vacunados vy
posteriormente retados con Nm serogrupo B tuvieron una efimera bacteriemia a diferencia de sus controles que
permanecieron durante un tiempo relativamente largo en este estado. La mortalidad fue baja en los controles y
ningdn animal vacunado murié. En el caso del reto con Nm serogrupo C las bacteriemias fueron similares en
vacunados y controles, asi como la mortalidad que se comporté en un 54,5% en los dos grupos del experimento. De
esta forma queda iniciada una linea de desarrollo en un biomodelo evaluativo de este tipo de producto usando la rata
SPF con reconocidas ventajas por su calidad genética y sanitaria.
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Introducciéon

En Cuba, Brasil y otros paises se llevdé a cabo
exitosamente la vacunacién masiva contra la enfermedad
meningocécica. Para demostrar la eficacia de la vacuna
antimeningocdécica se han utilizado algunos biomodelos,
los cuales han demostrado correlacion de su respuesta
con la del humano en la induccién de inmunidad; estos
son: chimpancé, curiel, ratén, rata, conejo, burro {1, 2).
Las ratas SPF {(Libres de Patdgenos Especificos) han
demostrado su eficacia no sélo en el control, sino ademas

como base de investigaciones actuales de nuevas
variantes de vacunas.
Con este trabajo nos propusimos observar posibles

diferencias clinicas, inmunoldgicas, microbioldégicas vy
patolégicas entre ratas vacunadas y controles al ser
sometidas a un reto con Nm grupo B y C como
demostracion del poder protector de la vacuna
VA-MENGOC-BC®.

Materiales y Métodos

Para este ensayo se utilizaron 48 ratas SPF de ambos
sexos, 24 machos y 24 hembras de la linea Spreague
Dawley, con un peso comprendido entre 150-200 g,
procedentes del Instituto de Hannover, RFA, mantenidas
en aisladores y condiciones controladas.

El disefio experimental aplicado se presenta en la Tabla 1.

Los controles fueron inoculados con gel de AI(OH), a
concentracién de 4 mg/mL, en dosis de 0,25 mL por via
intramuscular (IM) o subcutdanea (SC). El punto de
inoculacién en la via IM fue la musculatura de la cara
interna en la extremidad posterior izquierda, y en la SC de
la zona dorsal cerca de la extremidad anterior izquierda.

Los detalles relacionados con la forma en que se irrité el
peritoneo, previo al reto se presentan en la Tabla 2. Para
la realizaciéon de los hemocultivos se tomé 0,2 mL de
sangre a través del plexo retroorbital, la cual se deposité
en medio de cultivo caldo Mueller Hinton, y se incubd
posteriormente a 37 °C. A los animales que murieron
después del reto que se llevé a cabo (Tabla 2), y a los
sobrevivientes al final del experimento, se les realizaron
investigaciones anatomopatolégicas y bacterioldgicas de
rutina. Se llevé a cabo determinaciones de anticuerpos
contra Nm mediante el Sistema Ultramicroanalitico
(SUMA) (método por fluorescencia), en tiempo O y al dia
29 post vacunacién primaria.

Estadisticamente se aplicé un anélisis varianza ANOVA de
clasificacién triple sin interaccion para explicar las
variaciones de los niveles de anticuerpos segun sexo, via
de inoculacién y estado (placebo y vacunado) y prueba t
de Students para la comparacién de medias entre grupos
y pruebas de proporciones para la bacteriemia.
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Tabla 1. Disefio experimental
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M: Macho

H: Hembra

1: Vacunado con vacuna antimeningocdcica
2: Placebo (hidréxido de aluminio)

B: N. meningitidis grupo B
C: N. meningitidis grupo C

El esquema de inmunizaciones, extracciones, irritacién y reto estad resumido en la Tabla 2.

Tabla 2. Esquema de inmunizaciones, extracciones, irritacion y reto

28 2da.

29 2da.*
67

74

R***

* Extraccién de sangre a través del plexo retroorbital, obtencién del suero por centrifugacién

y conservacién en congelacién a -30°.
** rritacién con: AMT-1, dosis 7,5 mL via IP.

*** Reto: se pasaron los animales a presién negativa. Se retaron con N. meningitidis
serogrupo C y B. Concentracién del inéculo: 10% UFC/ mL. Dosis: 1 mL/animal.

Resultados y Discusion

Al analizar los resultados (Tabla 3) de la respuesta
humoral (media de los valores de fluorescencia) contra la
proteina B de Nm grupo B, se observé diferencias
significativas en todos los casos al comparar los datos
obtenidos antes de la vacunacién con los observados
29 dias después. Esto sucedié tanto en los vacunados
como en el placebo con AI{OH),, lo que indica que hubo
una respuesta humoral en ambos grupos y por las
diferentes vias, aunque la respuesta de los placebos fue
significativamente menor.

Al procesar los datos en el caso de los grupos
relacionados con la respuesta contra Nm serogrupo C, se
detecté que solamente hay diferencia estadistica cuando
se emplea la via IM (c frente a d y j frente a k).

Por otra parte, s6lo después de la vacunacién tanto SC
como IM es que se aprecian niveles ostensibles en la
respuesta humoral contra Nm serogrupo B (b y d), lo cual
no se observé en los placebos de este grupo ni en los
vacunados y placebos contra Nm serogrupo C. Estos
resultados demostraron que en la rata SPF se produce una
respuesta humoral contra Nm B, sin embargo, contra Nm
serogrupo C esto no sucede, lo cual justifica el hecho y
bien conocido fenémeno de que los roedores son pobres
productores de anticuerpos contra el polisacéarido
serogrupo C de Nm.

El hecho de observarse un ligero aumento significativo en
los grupos placebos en su la respuesta humoral, sobre
todo cuando se inyecté el gel de AI{OH), por via IM
{c frente a d y | frente a k), lo cual pudiera obedecer al
hecho de que estos animales tuvieron posiblemente
expuestos al contacto con (Nm) dada la situacién de estar
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introducidos dentro de un aislador donde se produce la
recirculacion de aire, reafirma una vez maéas que este
compuesto tiene efectos positivos en la respuesta
humoral al igual que lo que sucede contra Nm serogrupo
B, donde también hay un incremento en dicha respuesta
por ambas vias. El papel protector de los anticuerpos
contra Nm serogrupo B también experimenté un

verdadero incremento en dicha respuesta por ambas vias.
Comparable con las obtenidas contra Nm en otras
especies (ratones y monos) (3) y por (4 y 5) cuando
utilizaron ratas de cinco dias de nacidas protegidas
previamente con anticuerpos monoclonales contra las
proteinas clase 1 y 3 de Nm.

Tabla 3. Valores medios y desviacion estandar (DS) de los niveles de
anticuerpos determinados mediante SUMA contra Nm serogrupo B y

Nm serogrupo C antes y 29 dias después de la vacunacién

Valores de P
contra Nm C

Valores de P
contra Nm B

¥; L csiio ] blex Antes ab: 0,0001 ab: NS
SC Antes 6,30a 0,11 7.23a 0,49 cd: 0,0001 cd: 0,001
Vacuna Después 42,31b 10,50  7,20b 0,75 frente a hi: 0,001 hi: NS
IM Antes 6,42c 0,18 6,16¢c 0,15 después jk: 0,001 jk: 0,001
Después 51,76d 3,89 6,98d 0,47
sc Antes 6,34h 0,17 - 6,74h 0,24 Vacuna bi: 0.001
Placebo Después 8,57i 1,40 7,04i 0,67 frente a dic: (; 0001
IM Antes 6,74j 0,87 6,94 0,48 placebo '
Después 9,06k 1,66 7,77k 0,64

Al analizar la respuesta humoral relacionada con el sexo,
via, status vacunado y placebo (Tabla 4) mediante analisis
de varianza, se observé diferencias significativas, tanto
para la variable via IM frente a SC (P<0,01), como entre
los animales vacunados y placebos (P<0,0001); no existe

diferencia entre sexo, lo que significa que este no influye
en la respuesta y que la via intramuscular incrementa mas
los niveles de anticuerpos, sobre todo frente al Nm
serogrupo B.

Tabla 4. Resultados del ANOVA en los niveles de anticuerpos contra la
proteina B de Nm serogrupo B

“Modelo 3

Error 44 1577,6 35,9
Total

Corregido 47 19836,0

Sexo (1) 1 126,6 126,6

Via (2) 2 253,5 253,5

Status (3) 3 17878,5 17878.,5

58,5 6086,2

" 0,0001

169,8

3.5 0,0669
7.1 0,0109
498,7 0,0001

(1) Sexo: Macho y hembra
(2) Via: Intramuscular y subcuténea
(3) Status: Vacunado y placebo

En los resultados del reto con Nm serogrupo B se aprecié
que desde el punto de vista bacteriolégico (Tabla 5), el
ciento por ciento de los animales estudiados presentaron
bacteriemia a las 3 horas postconfrontacién, situacién que
se mantuvo durante las primeras 6 horas en los placebos,
alcanzando el 81,8% y 54,5% a las 24 y 48 horas
respectivamente. No obstante, en los vacunados a las
6 horas (P< 0,005) sélo el 36,4% mantenia bacteriemia
positiva, y ya a las 24 horas (P< 0,001) y 48 horas (P<
0,005) estaban libres del germen. Ademas, en este grupo
no se produjeron muertes en contra del 18,1% en los
controles. Estos resultados ponen en evidencia la
proteccién que confiere la vacuna en la rata SPF contra

Nm serogrupo B, siendo comparables con los obtenidos
por (6) en ratas recién nacidas protegidas con
inmunoglobulina antimeningacgcica B/C.

Los resultados del reto con Nm C (Tabla 6) mostraron una
bacteriemia muy similar, tanto en los vacunados como en
los placebos con valores no significativos, y una
mortalidad del 54,5% en ambos grupos. Esto sugiere que
en la rata SPF la vacuna no tiene efectos protectores
contra Nm serogrupo C, reafirmando lo antes expuesto de
que estos animales poseen una pobre respuesta contra
Nm serogrupo C, lo que esta de acuerdo con lo planteado
por (7) y difiere de lo observado en el humano por (8, 9).
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Tabla 5. Diagnéstico mediante hemocultivo segtin producto administrado

y mortalidad en tiempo post-reto con Nm B

Placebo

11/100,0

11/100,0 9/81,0 6/54, 3/27,3 2/18,1
n=11 0/0,0 0/0,0 2/18,1* 5 0/0,0
0/0,0
Vacunados 11/100,0 4/36,4 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0
n=11 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0 0/0,0

* Fallecen entre 7 y 12 horas.

Sin dudas, el efecto producido por la irritacion previa del
peritoneo contribuyé al logro de los objetivos que se
perseguian en este ensayo, facilitando la presentacion del
proceso patoldgico donde intervienen diferentes
mecanismos relacionados con la respuesta inmune como
son los mediadores que controlan los distintos tipos de
reaccion - inflamatoria, las cuales difieren entre si, pues
las de accién rédpida como las aminas vasoactivas y los

productos del sistema de cininas son capaces de modular
la respuesta (10), tanto en Nm serogrupo B como en el
serogrupo C, vacunados vy controles, haciéndose
manifiesta la mayor intensidad de los sintomas vy las
muertes en los animales correspondientes al grupo control
con relacién a los vacunados cuando se reté con Nm
grupo B, pues estos ultimos tuvieron una pronta
recuperacion.

Tabla 6. Diagnéstico mediante cultivo de sangre segun producto
to con Nm C

administrado

mortalidad en el tiempo pos

administrado 3h 6h 24 h 48 h muertes
Placebos 11/100 11/100 4/36,3 4/36,3
n=11 0/0,0 2/18,1 3/27,2 5/45,4
Vacunados 11/100 10/90,0 3/27,2 1/9,09
n=11 0/0,0 0/0,0 5/45,4 1/9,09 6/54,5
Anatomopatolégicamente los animales que murieron esta cepa en la especie rata, toda vez que la

presentaron graves procesos congestivos agudos, graves
meningitis fibrinopurulentas (Figura 1,2), especialmente
los animales confrontados con Nm serogrupo C, similares
a las descritas en ratas recién nacidas cuando fueron
inoculadas con H. influenzae tipo B por {11, 12, 13, 14,
15 ) lo cual evidencia una eventual mayor virulencia de

Figura 1. Grave meningitis fibrinopurulenta en rata SPF
control retada con N. meningitidis serogrupo C. H.E. x 180.

concentracién bacteriana utilizada en ambos tipos de Nm
serogrupos (B y C) fueron iguales.

De esta forma queda iniciada una linea de desarrollo de un
biomodelo evaluativo para este tipo de producto en ratas
SPF, con reconocidas ventajas por su calidad genética y
sanitaria.

Figura 2. Infiltrado de células linfoides, macréfagos y células
plasmaticas en aracnoides de una ratas SPF retada con M.
meningitidis serogrupo C. H.E. x 280.
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Intranasal

type B meningitis.

SPF rats in experimental model of meningococcal disease in for the evaluation of VA-MENGOC-BC®™
Il. Microbiological and immunologic study

Abstract

Massive vaccinations against the meningococcal disease with VA-MENGOC-BC® have been successfully carried out in Cuba,
Brazil and other countries. The SPF rats (Specific Pathogen Free) have demonstrated their usefulness in the control of current
variants of vaccines. This paper intends to demonstrate the possible differences between vaccinated and control {(non-
vaccinated) rats after a challenge with Neisseria meningitidis B and C with the aim of showing the protection conferred by
VA-MENGOC-BC®. A total of 48 SPF Spreague Dawley rats of both sexes were used. Control animals were inoculated with
aluminum hydroxide gel by intramuscular (I/M) or subcutaneus (S/C) route. The vaccinated animals were immunized with
0.25 mL of VA-MENGOC-BC using the same routes of administration. Microbiological studies of blood, anatomopathological
studies of dead or sacrificed animals at the end of the experiment were carried out. The serum levels of antibodies were
determined by means of the ultra-micro analytic system (SUMA). Data were statistically compared by analysis of variance.
Animals that were vaccinated and challenged with Nm group B had an ephemeral bacteremia, while the controls remained
bacteremic during a relatively long time. Mortality was low in the controls and none vaccinated rat died. Concerning the
challenge with Nm group C, the bacteremic periods and mortality (54,5%) were similar in vaccinated and control rats. The
results open a new line for the development of a biomodel for the evaluation of this type of product using the SPF rats that
have recognized advantages from the genetic and sanitary point of view. .

Key words: Meningococcal disease, SPF rats, usefulness, VA-MENGOC-BC
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