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RESUMEN

Se evalué la inmunogenicidad y seguridad de
una vacuna oleosa contra el virus de la encefalitis
equina del Esste, inactivada con etilenimina binaria,
en tres formulaciones: Formulacién I (F'1): antigeno-
fase oleosa; Formulacién II (F2): antigeno-fase
oleosa-medio de mantenimiento; Formulacién III
(F3): antigeno-fase oleosa-antigeno. Se evalué la
inmunidad durante un afio (21, 30, 90, 160, 250,
305 y 365 d), utilizindose 70 cobayos (Cavia
porcellus) de 3 a 4 meses de edad y 250 a 300 g
de peso vivo, distribuidos al azar en 7 grupos de
10, para un total de siete tratamientos, a saber:
Tratamiento 1 (T1): vacunados con una dosis de
F1; Tratamiento 2 ('T2): vacunados con dos dosis de
F'1; Tratamiento 3 ('T3): vacunados con una dosis
de F2; Tratamiento 4 ('T4): vacunados con dos dosis
de F2; Tratamiento 5 (T5): vacunados con una
dosis de F3; Tratamiento 6 (16): vacunados con
dos dosis de F'3; Tratamiento 7 (T7): no vacunados.
Los cobayos se desafiaron a los 355 d post-
vacunacién via intraperitoneal. Se detecté titulos de
anticuerpos por inhibicién de la hemoaglutinacién
(IH) =20 y por seroneutralizacién (SN) =40, a
los 21 d post-vacunacién cuando se usé una dosis.
El ascenso maximo de anticuerpos por IH se

ABSTRACT

The immunogenicity and safety of an oil
vaccine against the eastern equine encephalitis
virus, inactivated with binary ethylenimine in three
formulations was evaluated: Formulation I (F1):
antigen- oil phase; Formulation II (F2): antigen- oil
phase-maintenance medium; and Formulation III
(F3): antigen- oil phase-antigen. Seventy guinea
pigs (Cavia porcellus) 3 to 4 months of age and
250 to 300 g of live weight were used to assess
immunity for a year (21, 30, 90, 160, 250, 305
and 365 days). Animals were distributed at random
in 7 groups of 10, for a total of seven treatments,
as follows: Treatment: 1: vaccinated with one dose
of FI; Treatment 2: vaccinated with two doses
of F1; Treatment 3: vaccinated with one dose of
F2; Treatment 4: vaccinated with two doses of
F2; Treatment 5: vaccinated with one dose of F3;
Treatment 6: vaccinated with two doses of F3;
and Treatment 7: not vaccinated. The guinea pigs
were challenged 355 days postvaccination through
theintraperitoneal route. Antibodies titers were
detected by hemoagglutination inhibition (HI)
> 20 and serum neutralization (SN) =40 to 21
days postvaccination with one dose. The maximum
rise of antibodies with the HI was observed at 90
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observé a los 90 d, persistiendo e incrementandose
en el desafio con una y dos dosis, a los 365 d post-
vacunacién. Formulaciones con dos dosis tuvieron
mayores titulos en todos los periodos, siendo la F3
la que presento los mayores titulos, seguida dela F2
y la F1, respectivamente (P<0,01). Los titulos de
anticuerpos aumentaron después del desafio, siendo
mayores en tratamientos con dos dosis (P<0,01).
Los cobayos vacunados no desarrollaron enfermedad
neurolégica o viremia después del desafio. Se concluye
que las formulaciones con una y dos dosis indujeron
una respuesta de anticuerpos satisfactoria en cobayos
durante un afio.

(Palabras clave: Vacuna inactivada; oleoso;
encefalitis; cobayos; inmunidad)

INTRODUCCION

El virus de la encefalitis equina del este (VEEE)
es zono6tico, de la familia Togaviridae, género
Alfavirus, el cual causa encefalitis fatal y secuelas
neurolégicas permanentes de diversa gravedad en
humanos, equinos y otros animales domésticos [1-
3]. De los cuatro linajes de VEEE, el linaje I es
endémico en Norteamérica y el Caribe, y muchos
casos humanos se registran anualmente en los
EEUU,; los linajes Il y III en Centro y Suramérica
causan principalmente enfermedad en equinos, pero
el hombre también puede verse afectado [4-6].
Aunque en Suramérica los brotes de la enfermedad
son limitados, la mortalidad suele ser elevada
[4]. Las cepas de VEEE venezolanas presentan
polimorfismo genético y se agrupan en el linaje III
de la variante Suramericana con dos sub poblaciones

virales distintas, los clados IIIA y IIIB. La cepa EE
VEO02 EL PAO, utilizada para desarrollar la vacuna
inactivada oleosa evaluada en esta investigacién
pertenece al clado IIIA [7, 8]. A su vez, esta cepa
mostré mas diferencia con la cepa Norteamericana EE
PE-6, con la cual se preparan vacunas comerciales
que se usan en Venezuela [7, 8]. Gonzélez et al.
[8], desarrollaron la vacuna inactivada oleosa y los
anticuerpos inducidos neutralizaron in vitro a virus
vivos. Por otra parte, grupos de cobayos vacunados
y desafiados, unos por via intracerebral y otros
por via intraperitoneal no desarrollaron viremia ni
enfermedad neurolégica, ademas la vacuna cumplié

days, which persisted and increased in the challenge
with one and two doses, 365 d postvacccination.
Formulations with two doses showed the highest titers
in all periods, being F3 the one which higher titles,
followed by F2 and F1, respectively (P<0.01).
Antibody titers increased after challenge, beinf higher
with two doses. (P<0.01). Vaccinated guinea pigs
did not develop neurologic disease or viremia after
challenge. It is concluded that formulations with
one and two doses, induced a satisfactory antibody
response in guinea pigs for one year.

(Key words: Inactivated vaccine; oil; encephalitis;
guinea pigs; immunity)

con todas las pruebas de control de calidad. Este
estudio se condujo para evaluar una vacuna inactivada
oleosa del virus de la encefalitis equina del este en
Cavia porcellus durante un ano para tener una visién
mas amplia del alcance del poder inmunogénico de
la misma en el tiempo.

MATERIALES Y METODOS

Se evalué la inmunogenicidad e inocuidad de una
vacuna oleosa e inactivada con etilenimina binaria
(BEI) contra el VEEE en tres formulaciones:
formulacién I (F1): antigeno-fase oleosa; formulacién
II (F2): antigeno-fase oleosa-medio mantenimiento y
formulacién III (F3): antigeno-fase oleosa-antigeno, en
cobayos durante un afo. L.a vacunacién se realizé a los
90 d despiies de la elaboracién de las formulaciones,
las cuales fueron mantenidas a 4° C y protegidas de
la luz hasta su uso. Se utilizaron 70 cobayos de 3 a 4
m de edad y de 250 a 300 g de peso vivo (PV), los
cuales se distribuyeron al azar en siete tratamientos.
Cada tratamiento conté con 10 cobayos. El protocolo
de tratamientos fue el siguiente: Tratamiento 1:
vacunados con una dosis de F1, tratamiento 2:
vacunados con dos dosis de F1, tratamiento 3:
vacunados con una dosis de F2, tratamiento 4:
vacunados con dos dosis de F2, tratamiento 5:
vacunados con una dosis de F3; tratamiento 6:
vacunados con dos dosis de F3 y tratamiento 7:
no vacunados. Se aplicé 1 mL de vacuna por via
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subcutanea (SC) en la regién retroescapular. En los
grupos con dos dosis, el esquema de vacunacién fue
el siguiente: cada tratamiento fue inoculado con dos
dosis de | mL. con 21 d de intervalo. Los cobayos
fueron sangrados por via intracardiaca a los 21, 30,
90, 160, 250, 305 y 365 d post-vacunacién. Los
sueros colectados a los 21 d post-vacunacién fueron
titulados por seroneutralizaciéon (SN) e inhibicién
de la hemoaglutinacién (IH), citadas por Rovozzo
y Burke [9] y en los siguientes periodos solo por
IH. La prueba de SN se hizo en microplacas de 96
pozos, fondo plano, con cultivo de células Vero (rifién
de mono verde africano), se colocé 50 wl. de cada
dilucién de la mezcla suero-virus y se incubé a 37° C
por 48 h. Se consideraron positivos los sueros diluidos
> 1/40 capaces de neutralizar 1000 dosis infectiva
50 en cultivo de tejido (DICT /mL) En la SN,
se utilizé la cepa EE. VE75 éATATUMBO de
VEEE como antigeno y se realizaron diluciones de los
sueros hasta 1/80. En la IH, se utiliz6 como antigeno
la cepa EE VE84 TUCACAS de VEEE y la cepa
TC-83 de virus de encefalitis equina venezolana
(VEEV) con ocho unidades hemoaglutinantes; se
realizaron diluciones de los sueros hasta 1/40 alos 21
d post-vacunacién y en los periodos siguientes hasta
1/160. En esta prueba, algunos sueros (~ 30% de
cada tratamiento en cada periodo) fueron analizados
con las cepas EE VEO02 EL PAO, EE VE76 EL
DELIRIOy EE VE96 MLLANO de VEEE. La
IH se realiz6 en microplacas de 96 pozos con fondo
U. Se usaron glébulos rojos de ganso con densidad
6ptica de 0,75 y pH 6,2 y se consideré el titulo
como el reciproco de la méxima dilucién del suero
que inhibié completamente la hemoaglutinacién. Por
otra parte, los cobayos fueron monitoreados para ver
reacciones adversas.

Para evitar que los cobayos desarrollaran de nuevo
escorbuto, se les suministré diariamente alimento para
conejos, muy importante el pasto fresco o lechuga,
col, archicoria, zanahorias, remolachas, pimientos
rojos y pildoras efervescentes de vitamina C en el
agua de bebida o en su defecto zumo de limén. La
manipulacién experimental de los mismos se llevé
de acuerdo al Cédigo de Bioética y Bioseguridad
del Ministerio del Poder Popular para Ciencia y
Tecnologia e Industrias Intermedias [10].

A los 355 d post-vacunacién, a los cobayos
(adultos de ~1 % ano), se les realizé el desafio
con 0,1 mL. que contenia 1100 dosis letal 50 ratén
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lactante mtraperltoneal (DLRLIP /mL) de
VEEE patégeno (EE VE84 TUCACAS) por
via intraperitoneal (IP) y se evaluaron los niveles de
anticuerpos (Ac), asi como sintomas neurolégicos
y sobrevivencia a los 10 d post desafio. Dado que
los animales adultos son menos susceptibles a las
infecciones [11] y el reto es poco eficaz, se llevé a
cabo una prueba simultdnea de desafio en cobayos
pequefios susceptibles a las infecciones, para validar
la prueba de desafio en los cobayos adultos a los
355 d post-vacunacién. Para ello, se utilizaron 10
cobayos de 3 a 4 m de edad de 250 a 300 g (PV)
para cada formulacién y 10 cobayos sin vacunar. Se
suministraron dos dosis de 1 mL por via SC con
7 d de intervalo, a los 21 d después de la segunda
dosis se realizé el desafio con 0,1 mL. que contenia
1100 DLRLIP. ., /mL de cepa patégena de VEEE
(EE VE84 leéACAS) por via IP; los cobayos
se observaron y a los 10 d post-desafio se evaluaron
los niveles de anticuerpos por IH y sobrevivencia
durante 16 d. Ademaés, se realizé una titulacién
simultdnea del inéculo en ratones lactantes cepa
BALCBc de 3 d de edad con la cepa EE VE84
TUCACAS para comprobar que se inocularon
IP las 1100 DLRLIP, O/mL a los cobayos en
las pruebas de potencia. La viremia se detect6 a
través del aislamiento e identificacién del virus por
hemoaglutinacién. El virus fue aislado a partir de
muestras de suero tomadas durante 10 d continuos,
después del desafio. Diluciones decimales de los
sueros (250 L) fueron inoculados en frascos de 25
cm? con cultivo de células Vero, incubandose a 37°C
por 72 h. Los titulos virales fueron expresados como
el reciproco de la maxima dilucién del suero dénde
se observé efecto citopatico y fue calculado por el
método de Reed y Muench (DICT, %/mL) [9].
Para el estudio estadistico, los titulos de anticuerpos
fueron comparados y analizados por el método de
diferencia de proporciones, anélisis de varianza y
el analisis de Kruskal Wallis mediante el programa

Statistix 8.0 (Analytical Software de IBM).
REsSULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1, se presenta la respuesta de
AC a los 21 d post-vacunacién contra el VEEE
y VEEV por IH, rango de titulos de anticuerpos
por IH contra el VEEE y respuesta de anticuerpos
contra el VEEE por SN en cobayos vacunados y
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Cuadro 1. Respuesta de anticuerpos (Ac) a los 21 d post-vacunacién contra el virus de la encefalitis equina del este (VEEE)
y virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV) por IH, rango de titulos de Ac por IH contra el VEEE y respuesta de Ac
contra el VEEE por seroneutralizacién (SN) en cobayos vacunados y no vacunados. Tratamientos vacunados con una dosis

Respuesta Respuesta Rango de Titulos Respuesta
Tratamiento Aca VEEE Aca VEEV Aca VEEE Aca VEEE
IH (%) IH (%) H SN (%)
1 (F1 AFO, 1 dosis) 90 (9/10) 30 (3/10) 10 -40 90 (9/10)
2 (F1 AFO, 2 dosis) 90 (9/10) 40 (4/10) 20-40 90 (9/10)
3 (F2 AFOMM, 1 dosis) 100 (10/10) 20 (2/10) 20-40 100 (10/10)
4 (F2 AFOMM, 2 dosis) 100 (10/10) 40 (4/10) 10 - 40 100 (10/10)
5 (F3 AFOA, 1 dosis) 100 (10/10) 30 (3/10) 10 - 40 100 (10/10)
6 (F3 AFOA, 2 dosis) 100 (10/10) 60 (6/10) 20 - 40 10% (10/10)
7 (CNVO) 0 (0/10) 0 (0/10) 0 0 (0/10)

1: F1AFO: Formulacién I antigeno-fase oleosa; 2: F2 AFOMM: Formulacién II antigeno-fase oleosa-medio de mantenimiento; 3: F3 AFOA: Formulacién III
antigeno-fase oleosa-antigeno; 4: CNVC: cobayos no vacunados. 5: Deteccién de Ac por IH (P>0,05) 6: Titulos de Ac por IH (P<0,01)

no vacunados, con una dosis. El anélisis de Kruskal
Wallis, para los resultados en la SN a los 21 d post-
vacunacién, mostré que no hubo diferencias en la
deteccién de Ac entre las formulaciones (P>0,05),
pero con respecto a los titulos de anticuerpos hubo
diferencias entre ellas, siendo la F3 la que presenté
mayores titulos (P<0,01), pero no hubo diferencias
entre la F2 y F3 (P>0,05). La IH no mostré
diferencias en la deteccién de anticuerpos entre las
formulaciones (P>0,05), pero con respecto a los
titulos hubo diferencias entre ellas, siendo la F3 la
que presenté mayores titulos, seguida de la F2 y la
F1 (P<0,01).

En la prueba estdndar de inmunidad de acuerdo
a Scherer et al. [12] y al Cédigo de Regulaciones
Federales [13], a los 30 d post-vacunacién con dos
dosis de vacuna clasica (antigeno inactivado con
formalina y adyuvante hidréxido de aluminio) y 14 d
de intervalo, los titulos de anticuerpos por [H deben
ser = 20y por SN = 40 para una respuesta positiva
a la inmunizacién. Una inspeccién en salud animal
[14] utilizando la vacuna contra la encefalomielitis
equina del este, oeste y venezolana, a virus muerto,
toxoide tetanico en cobayos a los 42 d post-vacunacién
con dos dosis y 21 d de intervalo, obtuvo resultados
similares a los encontrados en este estudio a los 21
d post-vacunacién con una dosis. De modo que, con
las tres formulaciones a los 21 d post-vacunacién
con una dosis se obtuvo una respuesta inmune
positiva a la vacunacién, debido a que se obtuvo
titulos de anticuerpos por SN =40 y por [H =20.

Ademas, Flint et al. [15] sefialan que la proteccién
de las vacunas inactivadas esta correlacionada con
la concentracién de anticuerpos por SN e IH en el
suero contra proteinas virales.

En los Cuadros 2, 3, 4, 5, 6 y 7 se presenta
la repuesta inmune a los 30, 60, 160, 250, 305
y 365 d post-vacunacién al VEEE y al VEEV,
rango de titulos de anticuerpos inhibidores de la
hemoaglutinacién contra el VEEE en cobayos
vacunados y no vacunados con una o dos dosis,
respectivamente.

A los 30 d post-vacunacién (Cuadro 2), el
tratamiento 6 presenté mayores titulos, seguido del
2,4,3,1y5 (P<0,01). No hubo diferencias entre
los tratamientos con una y dos dosis (P>0,01) .

A los 90 d post-vacunacién (Cuadro 3), el
tratamiento 6 presentd mayores titulos, seguido
del 4 y 2 (P<0,01), no encontrandose diferencias
entre los tratamientos con una dosis (P>0,01). Los
tratamientos con dos dosis tuvieron mayores titulos
(P<0,01).

A los 127 d post-vacunacién los cobayos
presentaron escorbuto, por nutricién inadecuada
(solo se les suministraba alimento para conejos), dado
que se tuvo acceso limitado al mismo durante este
periodo. Los sintomas de escorbuto fueron: pelaje
erizado y aspero, sangrado por las encias, diarrea
liquida o hemorragica, vémitos, debilidad general,
deshidratacién, anorexia, trastorno locomotriz,
postracién y muerte. Por consiguiente, se les aplicé
el tratamiento adecuado [16], se les mejoré su
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Cuadro 2. Repuesta de anticuerpos (Ac) a los 30 d post-vacunacién al virus de la encefalitis equina del
este (VEEE) y virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV), rango de titulos de Ac inhibidores de la
hemoaglutinacién (IH) contra el VEEE en cobayos vacunados y no vacunados, con una o dos dosis

Respuesta Respuesta Rango de Titulos
Tratamiento Aca VEEE AcaVEEV  AcaVEEE
IH (%) H (%) IH
I (F1 AFO, 1 dosis) 90 (9/10) 0 (0/10) 20-80
2 (F1 AFO, 2 dosis) 100 (9/9) 1.1 (1/9) 40-> 160
3 (F2 AFOMM, 1 dosis) 100 (10/10) 0 0/10) 20-80
4 (F2 AFOMM, 2 dosis) 100 (10/10) 10 (1/10) 20-80
5 (F3 AFOA, 1 dosis) 100 10/10) 0 0/10) 20-80
6 (F3 AFOA, 2 dosis) 100 (10/10) 20 2/10) 80- = 160
7 (CNVC) 0 (0/10) 0 (0/10) 0

1: F1AFO: Formulacién I antigeno-fase oleosa; 2: F2 AFOMM: Formulacién II antigeno-fase oleosa-medio de mantenimiento; 3: F3 AFOA: Formulacién III
antigeno-fase oleosa-antigeno; 4: CNVC: cobayos no vacunados. 5: Deteccién de Ac por IH (P>0,05) 6: Titulos de Ac por IH (P<0,01)

Cuadro 3. Repuesta de anticuerpos (Ac) a los 90 d post-vacunacién al virus de la encefalitis equina del este (VEEE) y virus
de la encefalitis equina venezolana (VEEV), rango de titulos de Ac inhibidores de la hemoaglutinacién (IH) contra el VEEE

en cobayos Vacunados y no Vacunados, con una o ClOS dOSiS

Respuesta Respuesta Rango de Titulos
Tratamiento Aca VEEE Aca VEEV Aca VEEE
IH (%) IH (%) IH
1 (F1 AFO, 1 dosis) 100 (9/10) 0 (0/9) 40-= 160
2 (F1 AFO, 2 dosis) 100 (9/9) 22 (2/9) 80-= 160
3 (F2 AFOMM, 1 dosis) 100 (10/10) 10 (1/10) 40 - = 160
4 (F2 AFOMM, 2 dosis) 100 (10/10) 10 (1/10) 40-= 160
5 (F3 AFOA, 1 dosis) 100 (9/9) 0 (0/9) 40-= 160
6 (F3 AFOA, 2 dosis) 100 (9/9) 11,1 (1/9) > 160
7 (CNVO) 0 (0/10) 0 (0/10) 0

1: F1AFO: Formulacién I antigeno-fase oleosa; 2: F2 AFOMM: Formulacién II antigeno-fase oleosa-medio de mantenimiento; 3: F3 AFOA: Formulacién III
antigeno-fase oleosa-antigeno; 4: CNVC: cobayos no vacunados. 5: Deteccién de Ac por IH (P>0,05) 6: Titulos de Ac por IH (P<0,01)

Cuadro 4. Respuesta de anticuerpos (Ac) a los 160 d post-vacunacién al virus de la encefalitis equina del este (VEEE) y virus
de la encefalitis equina venezolana (VEEV), rango de titulos de Ac inhibidores de la hemoaglutinacién (IH) contra el VEEE
en cobayos vacunados y no vacunados, con una o dos dosis

Respuesta Respuesta Rango de Titulos
Tratamiento AcaVEEE AcaVEEV AcaVEEE
IH (%) IH (%) IH
1 (F1 AFO, 1 dosis) 100 (7/7) 0 (0/7) 20-80
2 (F1 AFO, 2 dosis) 100 (4/4) 25 (1/4) 40 - 80
3 (F2 AFOMM, 1 dosis) 100 (7/7) 28,5 (2/7) 20-80
4 (F2 AFOMM, 2 dosis) 100 (6/6) 16,6 (1/6) 20-=160
5 (F3 AFOA, 1 dosis) 100 (6/6) 0 (0/6) 20-80
6 (F3 AFOA, 2 dosis) 100 (8/8) 37,5 (3/8) 40 -80
7 (CNVCO) 0 (0/9) 0 (0/9) 0

1: F1AFO: Formulacién I antigeno-fase oleosa; 2: F2 AFOMM: Formulacién II antigeno-fase oleosa-medio de mantenimiento; 3: F3 AFOA: Formulacién III
antigeno-fase oleosa-antigeno; 4: CNVC: cobayos no vacunados. 5: Deteccién de Ac por IH (P>0,05) 6: Titulos de Ac por IH (P<0,01)
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Cuadro 5. Repuesta de anticuerpos (Ac) alos 250 d post-vacunacién al virus de la encefalitis equina del este (VEEE)
y virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV), rango de titulos de Ac inhibidores de la hemoaglutinacién (IH)
contra el VEEE en cobayos vacunados y no vacunados con una o dos dosis

Tratamient Respuesta Respuesta Rango de Titulos
ratamiento Aca VEEE Aca VEEV Aca VEEE
IH (%) IH (%) IH
1 (F1 AFO, 1 dosis) 100 (7/7) 0 (0/7) 20 - 40
2 (F1 AFO, 2 dosis) 100 (4/4) 0 (0/4) 40 - 80
3 (F2 AFOMM, 1 dosis) 100 (4/4) 0 (0/4) 40-80
4 (F2 AFOMM, 2 dosisy 100 6/®) 16,6 (1/6) 20- = 160
5 (F3 AFOA, 1 dosis) 100 (4/4) 0 (0/4) 20~ 40
6 (F3 AFOA, 2 dosis) 100 8/8) 0 (0/8) 80- =160
7 (CNVC) 0 (0/9) 0 (0/9) 0

1: FIAFO: Formulacién I antigeno-fase oleosa; 2: F2 AFOMM: Formulacién II antigeno-fase oleosa-medio de mantenimiento; 3: F3 AFOA: Formulacién III
antigeno-fase oleosa-antigeno; 4: CNVC: cobayos no vacunados. 5: Deteccién de Ac por IH (P>0,05) 6: Titulos de Ac por IH (P<0,01)

alimentacién y condiciones sanitarias. Una vez
recuperados del escorbuto se realizé la sangria de
los 160 d post-vacunacién. El escorbuto es una
enfermedad causada por un déficit prolongado de
vitamina C, la cual es importante en la formacién y
conservacién del colageno [16, 17]. Los primates y
cobayos son incapaces de sintetizar la vitamina C a
partir de la D-glucosa, por una deficiencia de la L-
gluconolactona oxidasa (GULOQO, por sus siglas en
Inglés). Esta enzima cataliza la biosintesis final de la
vitamina C y su pérdida en estos mamiferos se debe a
multiples mutaciones en los genes GULO [16-19].
Estas especies se han adaptado a la pérdida de la
sintesis natural por consumir vegetales con ascorbato
y las mismas sirven como modelo para el estudio de
la deficiencia de esta vitamina y su privacién produce
defectos graves del funcionamiento motor [18,19].
Por lo tanto, la vitamina C es indispensable para su
supervivencia y deben ingerir cantidades adecuadas
en la racién, si no enferman y mueren [18,19].

A los 160 d post-vacunacién (Cuadro 4), el
tratamiento 4 presenté mayores titulos, seguido del 6,
2,3, 1y5 (P<0,01). No hubo diferencias entre el
3y2nientreel 1 y5 (P>0,01). En este lapso de
tiempo los cobayos tenfan aproximadamente unos 20
d que se habian recuperado del escorbuto. Se puede
observar que los titulos de anticuerpos disminuyeron
con respecto a los 90 d post-vacunacién. Hubo
diferencias en la disminucién de los titulos de
anticuerpos en los tratamientos entre estos dos
periodos (P<0,01); sin embargo, mantuvieron los
titulos de anticuerpos IH = 20.

A los 250 d post-vacunacién (Cuadro 5), el

tratamiento 6 presenté mayores titulos, seguido del

4,3,2,1y5 (P<0,01). No hubo diferencias entre
el3y2, nientreel 1 y5 (P>0,01).

A los 305 d post-vacunacién (Cuadro 6), el
tratamiento 6 presenté mayores titulos, seguido del
4,2,5,1y3 (P<0,01). No hubo diferencias entre
el6y4,entreel 2y5,yentreel 1 y3 (P>0,01).

A los 365 d post-vacunacién (Cuadro 7),
los tratamientos 6, 4 y 2 (tratamientos con dos
dosis) fueron los que presentaron mayores titulos
(P<0,01), sin presentar diferencias entre ellos, luego
siguen el 3, 5y 1, no habiendo diferencias entre el
5y 1 (P>0,01). Los anticuerpos se incrementaron
después del desafio con cepa patégena y fueron
mas elevados en los cobayos vacunados que en los
controles no vacunados (P<0,01). A los 365 d post-
vacunacién y 10 d post-desafio, se puede observar que
los titulos aumentaron notablemente con respecto a los
305 d post-vacunacién. Hubo un incremento en los
titulos de anticuerpos en todos los tratamientos entre
estos dos periodos (P<0,01) (Cuadros 6y 7).

En las Figuras 1y 2, se presentan los resultados
de la media aritmética de titulos de anticuerpos
anti-encefalitis equina del este inhibidores de la
hemoaglutinacién en cobayos vacunados con la
formulacién I, II y III con una y dos dosis de 1 mL.
durante un ano. Las formulaciones exhibieron un
rapido incremento de anticuerpos a los 21 d post-
vacunacién, con un ascenso maximo a los 90 d, los
cuales persistieron y se incrementaron en el desafio a
los 365 d post-vacunacién, con una y dos dosis. Estos
resultados son similares a los reportados por Clark
et al. [20], con una vacuna inactivada con formalina
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Cuadro 6. Repuesta de anticuerpos (Ac) a los 305 d post-vacunacién al virus de la encefalitis equina del este (VEEE) y virus
de la encefalitis equina venezolana (VEEV), rango de titulos de Ac inhibidores de la hemoaglutinacién (IH) contra el VEEE

en cobayos vacunados y no Vacunados, con una 'y CIOS ClOSiS

Respuesta Respuesta Rango de Titulos
Tratamiento AcaVEEE  AcaVEEV  AcaVEEE
IH (%) IH (%) H
I (F1 AFO, 1 dosis) 100 (7/7) 0 0/7) 20- 40
2 (F1 AFO, 2 dosis) 100 (3/3) 003) 20 40
3 (F2 AFOMM, 1 dosis) 100 (3/3) 0 (03) 20
4 (F2 AFOMM, 2 dosis) 100 ¢474) 0 (0/4) 20-80
5 (F3 AFOA, 1 dosis) 100 @4/4) 0 (0/4) 20-40
6 (F3 AFOA, 2 dosis) 100 @&/8) 0 (0/8) 40-80
7 (CNVO) 0 (0/7) 0(0/7) 0

1: FTAFO: Formulacién I antigeno-fase oleosa; 2: F2 AFOMM: Formulacién II antigeno-fase oleosa-medio de mantenimiento; 3: F3 AFOA: Formulacién III
antigeno-fase oleosa-antigeno; 4: CNVC: cobayos no vacunados. 5: Deteccién de Ac por IH (P>0,05) 6: Titulos de Ac por IH (P<0,01)

Cuadro 7. Repuesta de anticuerpos (Ac) alos 365 d y 10 d post-desafio al virus de la encefalitis equina del este (VEEE) y virus
de la encefalitis equina venezolana (VEEV), rango de titulos de Ac inhibidores de la hemoaglutinacién (IH) contra el VEEE en
cobayos vacunados y no vacunados, con una y dos dosis. A los 355 d se realiz6 un desafio con una cepa patégena de VEEE

Respuesta Respuesta Rango de Titulos
Tratamiento Aca VEEE Aca VEEV Aca VEEE
IH (%) IH (%) H
1 (F1 AFO, 1 dosis) 100 (7/7) 28,5 (2/7) 40 - 80
2 (F1 AFO, 2 dosis) 100 (3/3) 100 (3/3) > 160
3 (F2 AFOMM, 1 dosis) 100 (3/3) 33,3 (1/3) 80
4 (F2 AFOMM, 2 dosis) 100 (4/4) 100 (4/4) = 160
5 (F3 AFOA, 1 dosis) 100 (4/4) 50 (2/4) 80
6 (F3 AFOA, 2 dosis) 100 (8/8) 100 (8/8) = 160
7 (CNVO) 42,8 (3/7) 14,2 (1/7) 10 - 80

1: F1AFO: Formulacién I antigeno-fase oleosa; 2: F2 AFOMM: Formulacién II antigeno-fase oleosa-medio de mantenimiento; 3: F3 AFOA: Formulacién III
antigeno-fase oleosa-antigeno; 4: CNVC: cobayos no vacunados. 5: Deteccién de Ac por IH (P>0,05) 6: Titulos de Ac por IH (P<0,01)

contra el VEEE en grullas blancas, las cuales tenian
anticuerpos SN preexistentes, aparentemente por
una infeccién natural. Estas grullas tuvieron un
rapido incremento, lo cual originé los altos titulos de
anticuerpos a los 470 d.

Los cobayos vacunados presentaron anticuerpos
en todos los periodos, no mostraron signos clinicos de
encefalitis e incrementaron sus niveles de anticuerpos
a los 365 d post-vacunacién y 10 d post-desafio.
A diferencia de los no vacunados, de los cuales el
14,28% (1/7) presenté sintomas neurolégicos de
encefalitis (trastorno locomotor), en tanto el 85,7 1%
(6/7) no evidencié sintomas y presenté titulos entre
> 40y = 160. Sin embargo, este dltimo resultado
es comin, dado a que en una infeccién natural,
ciertos animales desarrollan una respuesta rapida de
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anticuerpos y células activas que controlan la infeccién
[12]. Por otra parte, los cobayos en este periodo
eran animales adultos (~1 "2 afio) con un sistema
inmune maduro y por lo tanto menos susceptibles a las
infecciones, con pesos entre 800 y 1500 g PV y con
buenas condiciones de salud, por lo que presentaron
una respuesta inmune eficiente, incluso la mayoria de
los no vacunados. Este punto de la investigacién es
critico, pues indica que el reto, en los cobayos adultos
no fue eficaz, debido a la elevada sobrevivencia de los
no vacunados. Por ello, adicionalmente, se desarrollé
una prueba simultdnea de desafio control en cobayos
pequefios, de 3 a 4 meses de edad y de 250 a 300
g PV, dénde se observé como era de esperar que

el 100% (10/10) de los vacunados, no present6
sintomas de encefalitis y tuvo titulos de anticuerpos
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Figura 1. Media aritmética de titulos de anticuerpos (Ac) anti-
encefalitis equina del este inhibidores de la hemoaglutinacién en
cobayos vacunados con la formulacién I (antigeno-fase oleosa),
formulacién II (antigeno-fase oleosa-medio mantenimiento) y
formulacién I1I (antigeno-fase oleosa-antigeno) (1 dosis de 1 mL.)
durante un ano. P<0,01

por IH = 20 y en el grupo control, sin vacunar, el
80% (8/10) presenté sintomas de encefalitis a los 10
d y no tuvo anticuerpos, mientras que el 20% (2/10)
no presento sintomas y tuvo titulos de anticuerpos IH
>20. Esta prueba de potencia en cobayos pequefios
por via IP mostré ser eficaz, ya que el 100% de los
vacunados sobrevivieron y el 80% de los no vacunados
murieron entre los 12 y 16 d. Con este resultado se
observé que la edad y la madurez del sistema inmune
son determinantes para un resultado eficaz en las
pruebas de desafio, validando que la vacuna es
efectiva, protegiendo asi a los cobayos pequefios contra
los efectos patégenos del virus. De hecho, la prueba
estandar de desafio de vacunas comerciales contra los
Alfavirus de encefalitis equina se realizan en cobayos
de 3 a4 m de edad, por via intracerebral y en ratones
blancos lactantes [13, 14]. El ratén blanco lactante es
sensible a la infeccién, la cual se presenta entre 24 a
48 h post-infeccién. Ademas, los virus de encefalitis
son capaces de multiplicarse en cobayos, hamster
y pollos de 1 d de nacidos [21]. Lo importante,
es que la inoculacién por via intraperitoneal con
respecto a la via intracerebral es menos traumatica
tanto para el animal como para el investigador en las
pruebas de desafio. Pandia et al. [22], han utilizado
satisfactoriamente la via IP para el desafio con cepas
de VEEE en ratones. Reed et al. [23] con una

vacuna de replicones, individual y combinada contra

el VEEE, VEEV vy virus de encefalitis equina del

Figura 2. Media aritmética de titulos de anticuerpos (Ac) anti-
encefalitis equina del este inhibidores de la hemoaglutinacién en
cobayos vacunados con la formulacién I (antigeno-fase oleosa),
formulacién II (antigeno-fase oleosa-medio mantenimiento) y
formulacién III (antigeno-fase oleosa-antigeno) (2 dosis de | mL.
con 21 d de intervalo) durante un afio. P<0,01

oeste, indujeron anticuerpos neutralizantes eficaces
contra los Alfavirus respectivos, en ratones y macacos.
Una buena vacuna debe ser eficaz, segura, estable
y de bajo costo, siendo la duracién de la respuesta
también importante [12].

Los cobayos presentaron reactividad cruzada con
el VEEV alos 21 d post-vacunacién con una dosis,
luego se observé solo en los tratamientos con dos dosis
alos 30 d post-vacunacién y en los siguientes periodos
en los tratamientos con una y dos dosis, excepto a
los 305 d post-vacunacién, cuando no se observé en
ninguno de los tratamientos, potenciandose luego
a los 365 d post-desafio en todos los tratamientos.
Es comin observar reactividad cruzada con otros
Alfavirus, ya que comparten antigenos comunes y
los virus muestran reacciones cruzadas en los ensayos
serolégicas [24]. Las formulaciones con una y dos
dosis indujeron una respuesta de anticuerpos en
cobayos durante un afio, teniendo la duracién de la
respuesta iInmune una importancia suprema [17],
siendo este resultado satisfactorio. LLos tratamientos
con dos dosis tuvieron mayores titulos en todos
los periodos (P<0,01). Ademas, los cobayos no
presentaron ningin efecto adverso con esta vacuna,
solo con la F3, se observé un nédulo transitorio en
el sitio de la inyeccién, la cual subsané sin ninguna
complicacién. Se recomienda utilizar cobayos
hembras, cuando se realizan pruebas por largos
periodos, como la prueba de evaluacién de inmunidad
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durante un afio, debido a que las hembras tienen
un comportamiento pacifico en hacinamiento, a
diferencia de los machos que se estresan y se agreden
incluso hasta producirse la muerte.

CONCLUSIONES

Las formulaciones con una y dos dosis de la
vacuna inactivada oleosa del virus de la encefalitis
equina del este en Cavia porcellus proporcionaron
una respuesta de anticuerpos rapida, segura y activa
durante un afio, sin efectos adversos.
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