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Hasta la fecha se han desarrollado varios modelos experimentales para la reproduccién
experimental de la enfermedad meningocécica humana, cuya utilidad en la evaluaciéon de la
eficacia de medios de inmunizacién y terapia, asi como en el estudio de la patogenia de la
enfermedad es incuestionable. En el presente trabajo se describe la evaluacidon de la eficacia de
VA-MENGOC-BC® y la Inmunoglobulina Humana Antimeningocécica BC frente a MNeisseria
meningitidis de los serogrupos A, B y C, empleando el ratén Balb/c tratado con mucina y
dextrana férrica como estimulantes de la virulencia. Los ratones fueron inmunizados por via
intraperitoneal con una, dos o tres dosis de 0,5 mL de VA-MENGOC-BC®, El intervalo entre dosis
fue de tres semanas entre la primera y segunda dosis y de 15 dias entre la segunda vy la tercera.
El reto se realizé con dosis letales (1-3 x DLso) de N. meningitidis A, B 6 C a los 15 6 21 dias
después de aplicada la dltima dosis de vacuna. Para evaluar la actividad de la Inmunoglobulina
Antimeningocécica BC como medio de inmunizacidén pasiva, se traté otro grupo de ratones,
30 min, 2 y 6 h después habérseles inoculado los gérmenes. Se administraron en cada caso 5
mg de la inmunoglobulina por via intraperitoneal o intravenosa en un volumen de 0,1 mL. Los
resultados demostraron que tanto VA-MENGOC-BC® como la Globulina Antimeningocécica BC
confieren protecciéon significativa contra un reto letal con N. meningitidis en el modelo de ratén
tratado con factores estimulantes de la virulencia

Palabras claves: VA-MENGOC-BC®, Inmunoglobulina Humana Antimeningocécica BC, ratén,
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Introduccién N. meningitidis. Tal es el caso de los ratones
knocked out utilizados para conocer los efectos
del IFN gamma sobre esta infeccion (2). Por otra
parte, el modelo ratén fue utilizado en la

Los estudios epidemiolégicos revelan que el
mayor numero de infecciones en nifos por debajo

de cuatro afios de edad se debe a Haemophilus comprobacién de la eficacia de vacunas contra N.

influenzae tipo b, Ne/s_serla meningitidis 'y meningitidis elaboradas a partir de componentes
Streptococcus  pneumoniae  (1).  Una  vez de la membrana externa de este germen,

establecidos los biomodelos rata y ratén para la mostrando una fuerte inmunogenicidad cuando
enfermedad pl’Odl:ICIda por N. men/ng/t/O_'/S A, By estos fueron administrados por la via intranasal
C en estas especies Infante (2000), se impuso la (3). En tanto (4) han empleado las ratas recién

necesidad de comprobar su eficacia para nacidas para confirmar la importancia de los
demostrar el potencial protector de VA-MENGOC- lipooligosacaridos en la virulencia de M.

® 5 5 i SN . ; .
BC® frente a cepas homdlogas y heterdlogas, asi  apingitidis. Asimismo, se han realizado estudios
como conocer el alcance de Ila proteccion en ratones Balb/c para demostrar la

conferida ~ por ~la  Inmunoglobulina  Anti-  piogistribucion de VA-MENGOC-BC®, observando
meningocécica BC. la cinética de la radioactividad en érganos como
Se han empleado diversos modelos bazo, timo y musculos (5).

experimentales para demostrar la eficacia de
productos inmunoterapéuticos o los mecanismos
de proteccion de los mamiferos frente a

El objetivo del presente trabajo es evaluar la
protecciéon conferida por la vacuna VA-MENGOC-
BC® y la Inmunoglobulina Antimeningocécica BC
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en ratones frente a la infeccién experimental con
N. meningitidis de los serogrupos A, By C.

Materiales y métodos

1. Animales: Todos los ratones empleados
pertenecieron a la categoria sanitaria
convencional, fueron suministrados por el Centro
Nacional para la Produccién de Animales de
Laboratorio (CENPALAB) junto a sus
correspondientes certificados de calidad
higiénico-sanitaria y genética. Se usaron ratones
machos de la linea Balb/c, de 18-22 g y 6-10
semanas de edad. Estos fueron alojados en cajas
T2 en grupos de cinco animales.

2. Procedimientos de tenencia y manejo: Se
mantuvo un régimen de iluminacién de 10 h luz y
14 h de oscuridad. La temperatura ambiental fue
de 22 + 2 °C y la humedad relativa de 60 + 10%.
El alimento, suministrado por el CENPALAB,
consistié6 en pienso especializado para ratas y
ratones, con sus correspondientes certificados
de calidad bromatolégica e higiénico-sanitaria.
Tanto el alimento como el agua acidulada con
acido clorhidrico a un pH de 2,7-2,9 fueron
suministrados ad libitum.

El  encamado consisti6 en bagazo del
desmeollado de la cana de azlcar, previamente
autoclaveado a 121 °C y 1,5 atm de presién. Los
cambios se realizaron en dias alternos. Los
animales fueron sometidos a un periodo de
adaptaciéon nunca menor de siete dias, en los
locales donde posteriormente serian realizados
los ensayos.

3. Etica. Todos los protocolos del ensayo,
incluyendo los métodos de eutanasia, estuvieron
sometidos a la consideracién, andlisis vy
aprobacién de la comision de ética en el ambito
institucional observando ademdas lo establecido
por las regulaciones de seguridad biolégica.

4. Caracteristicas quimicas de la vacuna VA-
MENGOC-BC®. La vacuna VA-MENGOC-BC®
estd compuesta por proteinas de membrana
externa de N. meningitidis del serogrupo B vy
polisacaridos de N. meningitidis del serogrupo C.
Cada dosis de 0,5 mL contiene:

Proteinas purificadas de la membrana externa:

50 ng
Polisacarido purificado: 50 ng
Gel de Hidréxido de Aluminio: 2 mg
Tiomersal: 0,05 mg

Cloruro de Sodio: 4,25 mg
Fosfatos: 0,05 mg
Agua para inyeccién: c.s.p 0,5 mL

5. Caracteristicas de [la Inmunoglobulina
Antimeningocécica BC. Se empleé una
Inmunoglobulina Antimeningocécica especifica
hiperinmune, elaborada por el Instituto Finlay
(Ciudad de La Habana, Cuba), cuyo objetivo es
comprobar de manera indirecta la eficacia de VA-

MENGOC-BC®. Esta tiene las caracteristicas
siguientes:
e Fuente: plasma de donantes voluntarios

inmunizados con VA-MENGOC-BC®

e Composicion: 50 mg/mL de Inmunoglobulina
Antimeningocécica BC estabilizada con
albimina humana

e Titulo bactericida medio: 1/264

e Actividad especifica media: 21 678 U/mL

e Pureza electroforética: Mas del 90% de IgG
monomérica

e Controles de VIH y del VHB: negativos

e Controles de esterilidad vy seguridad:
satisfactorios

e Pirogenicidad: apirogénica

6. Germen y preparacion de los indculos: Se
realizaron retos con N. meningitidis A (NmA,
Nigeria A4 P1 9), N. meningitidis B (NmB, cepa
B385) y N. meningitidis C (NmC, ATCC). Se
sembraron placas de Agar Mueller-Hinton con las
cepas liofilizadas y se incubaron a 37 °C y 5%
CO2 durante 18-24 h. Las colonias formadas
fueron inoculadas en 100 mL de caldo Mueller-
Hinton ajustado a una densidad 6ptica inicial de
0,2 y se incubaron en zaranda a 170 rpm y 37
°C durante 6 horas. Transcurrido este tiempo se
realizé tincion de Gram vy centrifugacion del
cultivo a 7000 rpm, durante 10 min a una
temperatura de 20 °C. El sobrenadante fue
eliminado y el pellet se resuspendié en 25 mL de
PBS + Gelatina al 1%, procediéndose a
centrifugar nuevamente en las mismas
condiciones. Esta vez se resuspendié el pellet en
la mitad del volumen, ajustando finalmente la
suspensién bacteriana a una concentracién de
1x10'™ UFC/mL segln curva de absorbancia vs.
viables previamente estandarizada. A partir de
esta suspension se realizaron diluciones seriadas
hasta obtener las concentraciones deseadas
(Sotolongo,1995). La inoculacién de las
bacterias se realiz6 por via intraperitoneal (0,2
mL por animal) simultdneamente a |la
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administracion de factores estimulantes de la
virulencia.

7. Factores estimulantes de la virulencia: Para
hacer los ratones susceptibles a N. meningitidis
se administré, intraperitonealmente, en el
momento de la inoculacion de las bacterias,
dextrana férrica (Hierro dextrana, ENSUMEFA,
2 mg de hierro/mL, 0,25 mL) y mucina (Mucina
gastrica de cerdo, SIGMA, 8%, 0,4 mL).

8. Observacion clinica: Los animales fueron
mantenidos en observacion después de
terminada la inoculacién, teniendo en cuenta que
las muertes sucedidas durante las primeras 4 h
se consideraron debidas a la técnica operatoria.
Después, se observaron cada 12 h por espacio
de una semana, registrando el numero de
muertes.

9. Vacunacién y reto: Para el estudio de
proteccién con la vacuna se emplearon 240
ratones en total, 80 por serogrupo. De los usados
por cada serogrupo, 60 fueron inmunizados: 20
con una dosis de VA-MENGOC-BC® (0,5 mL,
intraperitonealmente) e igual cantidad con dos o
tres dosis iguales por la misma via de
administracién. El intervalo entre la primera y la
segunda dosis fue de 21 dias, mientras que entre
la segunda y la tercera fue de 15 dias. Los 20
animales restantes se emplearon como controles
no inmunizados. La mitad de los animales fueron
retados a los 15 dias posteriores a la ultima
inmunizacién y la otra mitad a los 21 dias. En la
Tabla siguiente se resume el disefio aplicado para
cada serogrupo:

. Ndmero de Numero  Tiempo
Tratamiento . .
animales de dosis de reto*
10 1
VA-MENGOC-BC® 10 2 15 dias
10 3
Controles 10 0
10 1
VA-MENGOC-BC® 10 2 21 dias
10 3
Controles 10 0

*Tiempo entre la Ultima inmunizacién y el reto

Para cada serogrupo se realiz6 en paralelo al reto,
la infeccibn experimental de ratones no
inmunizados para estimar la DLso. Con este
objetivo se utilizaron seis diluciones decimales
seriadas de bacterias, inoculdandose 10 animales
por concentracion.

10. Ensayo de Proteccion con la Inmunoglobulina
Antimeningocécica BC: Para los estudios de
protecciébn pasiva con la Inmunoglobulina
Antimeningocécica BC se utilizaron 90 ratones,
30 para cada serogrupo. Se incluyeron 10
controles, 10 tratados por via intravenosa y los
otros 10, por via intraperitoneal. La via
intraperitoneal se empleé por permitir la
administracién de grandes volimenes vy la
endovenosa por constituir una de las vias de
eleccién para la aplicacion del producto en
humanos. La Inmunoglobulina Antimeningocécica
BC fue administrada 30 min, 2 y 6 h después de
la inoculacién de 1x10” UFC/mL de M.
meningitidis A, B 6 C. Se aplicaron en cada caso
5 mg de la inmunoglobulina en un volumen de
0,1 mL.

11. Procesamiento estadistico: Se realiz6 el
célculo de la proteccidon (%) teniendo en cuenta la
siguiente férmula:

P =100(1-M+/Mc)
M:: mortalidad de los tratados
Mec: mortalidad de los controles

La comparaciéon de los tiempos de supervivencia
se llevé a cabo mediante la prueba de Log-Rank.

Resultados y Discusidn

La proteccion conferida por VA-MENGOC-BC®
frente a NmA en ratones a los 15 dias post-
vacunacion fue considerable, sobre todo a partir
de la segunda dosis, llegando a un 83% con la
aplicacién de tres dosis (Tabla 1). Sin embargo, a
los 21 dias post-vacunacién la proteccidn
ascendié al 100% en todas las dosis con una
confrontacién equivalente a la DLso (Tabla 2).

Tabla1l. Proteccion de VA-MENGOC-BC®
frente a NmA, 15 dias después de la ultima
vacunacion

Grupo Mortalidad Proteccion Tiempo de
(%) (%) sobrevivencia
(h)
Control 60a - 41,9
1 dosis 70b -16,7 33,7
2 dosis 40c 33,3 56,9
3 dosis 10d 83,3 66,5

Dosis de reto: 1x10’ UFC/mL, ab: P=0,320, ac:
P=0,186, ad: P=0,01
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Tabla 2. Protecciéon cruzada de VA-MENGOC-BC®
frente a NmA, 21 dias después de la dltima
vacunacion

Grupo Mortalidad  Proteccién Tiempo de
(%) (%) sobrevivencia (h)

Control 50a - 48

1 dosis Ob 100 >72

2 dosis Ob 100 >72

3 dosis Ob 100 >72

Dosis de reto:1x 107 UFC/mL, ab: P= 0,0049

La dosis letal media de la cepa de NmB (Tabla 3)
empleada se estimé en 3,3x10° UFC/mL. Cuando
se inocularon 3 x DLso, la proteccion fue
significativa con respecto a los controles no
inmunizados, llegando a 87,5% para una dosis y
100% para dos y tres dosis, respectivamente
(Tabla 4). Cuando el reto se realizé 21 dias
después de la Ultima inmunizacién, la proteccién
se mantuvo a altos niveles que estuvieron entre
75% y 100% (Tabla 5).

Tabla 5. Efectividad de VA-MENGOC-BC® frente
a NmB, a los 21 dias de la tGltima vacunacion

Grupo Mortalidad Proteccién Tiempo de
(%) (%) sobrevivencia (h)

Control 80a - 30,9

1 dosis Ob 100 72

2 dosis 20c 75 56,2

3 dosis 10d 87,5 66,2

Dosis de reto: 1x10% UFC/mL (3xDL50), ab: P=0,004,
ac: P=0,011, ad: P=0,027

La efectividad de VA-MENGOC-BC® frente a NmC
en ratones fue menor que las obtenidas con los
otros serogrupos a los 15 dias post-vacunacion.
No obstante, estas estuvieron entre 33,3% vy
55,6% (Tabla 6), mientras a los 21 dias fueron
de 100% para 1 y 2 dosis y de un 60% para tres
aplicaciones de la vacuna (Tabla 7).

Tabla 6. Efectividad de VA-MENGOC-BC® frente
a NmC a los 15 dias de la Gltima dosis

Grupo Mortalidad Proteccién Tiempo de
[o) [o) 1 i
Tabla 3. Comportamiento de la mortalidad en el (%) (%) SObreV(';:)enc'
grupo control en tres de las 6 concentraciones c 9 22
utilizadas para calcular la DL50 de MNeisseria ontrf>l a - 4
meningitidis tipo B 1 dosis 40b 55,6 51,2
2 dosis 60c 33,3 39,6
Concentracion N Muertos Mortalidad 3 dosis 40b 55,6 50,6
UFC % ab: P=0,01, ac: P=0,061, bc: P=0,19
10° 10 3 30 .
10° 10 8 80 Tabla 7. Efectividad de VA-MENGOC-BC® frente
a NmC, 21 dias después de la ultima dosis
107 10 9 90
L50=3,33x10° UFC/mL, 0,2 mL, IP (limites 95%: Grupo Mortalidad Proteccion Tiempo de
1.91-5,80x10°) (%) (%) sobrevivencia
, , (h)
Tabla 4. Eficacia de VA-MENGOC-BC® frente a f°d“"f" 502)"" = ‘7“2"2
osIs
NmB a los 15 dias de la ultima vacunacién -
2 dosis Ob 100 72,0
Grupo Mortalidad  Proteccion Tiempo de 3 dosis 20c 60 63,3
(%) (%) sobrevivencia ab: P<0,005, bc. P=0,068, ac: P=0,080
(h) ., ..
Con relacion a la efectividad de |la
Control 80a - 30,9 Inmunoglobulina Antimeningocécica BC frente a
1 dosis 10b 87,5 66,5 N. meningitidis A, B y C en ratones, la proteccion
2 dosis Oc 100 72 para los tres serogrupos fue alta; sobre todo
3 dosis Oc 100 72 cuando la terapia pasiva fue aplicada por la via

Dosis de reto: 1x10% UFC/mL (3xDL50), ab: P=0,001,
ac: P<0,001, bc: P=0,153

intravenosa con niveles de 44,4, 90 y 100%,
respectivamente. Sin embargo, por la via
intraperitoneal, los niveles de proteccion se
mantuvieron en 11%, 70% y 50% para los tres
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respectivos serogrupos (Tabla 8), en lo que pudo
influir la accién més inmediata de los anticuerpos

sobre los gérmenes circulantes en el sistema
sanguineo al usar la via intravenosa.

Tabla 8. Proteccion y tiempo de sobrevivencia en ratones retados con N. meningitidis A, B 6 C y
tratados con inmunoglobulina por via intraperitoneal (IP) o intravenosa (I1V)

Serogrupo Tratamiento Mortalidad * Proteccién Tie.mpo .de
(%) (%) sobrevivencia (h) *
A Control 90a - 23,4a
IP 80ab 11,1 31,2ab
v 50b 44,4 45,0b
B Control 100a - 18,0a
IP 30b 70 57,0b
\Y] 10b 90 68,9b
C Control 100a - 39,8a
IP 50b 50 45,44
v Oc 100 72,0b

* Letras distintas indican diferencias significativas para P<0,05

El desarrollo de ensayos inmunoldgicos que se
correlacionen con la proteccién verdadera
producida por estas vacunas constituye uno de
los objetivos estratégicos en el plan de
investigaciones priorizados por el programa para
inmunizacion y vacunas de la Organizacién
Mundial de la Salud. Esta ademas propone la
utilizacién de las ratas infantes en los estudios de
la respuesta inmune frente a sueros obtenidos a
partir de vacunados con preparados que
contienen proteinas de la membrana externa de
NmB, comprobando su actividad protectora y
comparandola con la actividad bactericida de
dichos sueros (6).

Se ha demostrado (7, 8) que las proteinas de N.
meningitidis reguladas por hierro pueden inducir
la producciébn de anticuerpos bactericidas
capaces de proteger a los ratones frente a
infecciones experimentales. En tanto el uso de
anticuerpos dirigidos contra Por A (9), Por B y
Opc (10) y contra LPS (11) ha inducido
proteccidn pasiva contra el meningococo en
infecciones experimentales. Por otra parte, se
plantea (12) la necesidad de focalizar la atencién
en los antigenos con demostrada habilidad para
inducir anticuerpos bactericidas.

Nosotros hemos obtenido resultados
satisfactorios en la utilizacién del biomodelo
ratén, tanto en estudios de proteccién activa con
VA-MENGOC-BC® como de proteccion pasiva con
la Inmunoglobulina Antimeningocécica BC a
través de retos efectuados con ANmB. No
obstante, recientes estudios demuestran la

existencia de inmunidad cruzada entre proteinas
de membrana externa de N. meningitidis que
incluyen la protecciéon frente a las infecciones
experimentales en el ratén (13, 14). En los
ultimos ensayos llevados a cabo en nuestro
laboratorio hemos observado resultados que
apoyan estos planteamientos al lograrse
adecuados niveles de proteccién en ratones
previamente inmunizados con VA-MENGOC-BC®
y confrontados después con cepas del serogrupos
A, asi como la proteccién conferida con la
Inmunoglobulina Antimeningocécica BC frente a
estas cepas.

Asimismo, se ha obtenido una fuerte
inmunogenicidad basada en la presencia de
anticuerpos Men-E2p en el suero de humanos y
animales frente a cepas homdlogas y heterélogas
de N. meningitidis (15, 16). Por otra parte, se ha
demostrado la presencia de inmunidad cruzada en
ratones frente a la proteina de 37 KDa (Fbp) de
N. meningitidis (17) y con proteinas N.
meningitidis fijadoras de transferrina (18).
Resultados similares fueron obtenidos por (19)

cuando inmunizaron ratones adultos con
polisacdridos de NmB, mientras que (20)
encontraron respuesta de anticuerpos

bactericidas frente a
heterélogos de NmB.

cepas homdlogas vy

Los polisacaridos capsulares pertenecientes a
determinados  serogrupos  conjugados con
proteinas resultaron mejores inmundgenos y
tuvieron una larga persistencia de anticuerpos
especificos contra los aislamientos pertenecientes
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a estos serogrupos (21-23). Lo anterior pudiera
estar sucediendo en el caso de VA-MENGOC-BC®
y la Inmunoglobulina Antimeningocécica BC, por
tanto justificaria en buena medida la respuesta
obtenida frente al serogrupo C, toda vez que esta
vacuna contiene las proteinas de la membrana
externa de NmB y el polisacarido del referido
serogrupo. Similares hallazgos fueron obtenidos
por (24), cuando utilizaron una vacuna obtenida a
partir de lipopolisacarido de E. coli J5 y proteinas
de la membrana externa de NmB constatando su
proteccion frente retos letales con diferentes
gérmenes Gramnegativos en ratas (25).

Todo lo anterior nos permite plantear que nuestra
vacuna VA-MENGOC-BC® estd en mejores
condiciones que cualquier otra para enfrentar el
reto de una prueba de campo en un pais donde
las cepas circulantes de N. meningitidis fueran
diferentes a las del serogrupo B. Los resultados
demostraron, mediante sueroterapia con la
Inmunoglobulina Antimeningocécica BC y por
inmunizacién activa con VA-MENGOC-BC®,
proteccidén frente a retos con N. meningitidis A, B
y C.
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VA-MENGOC-BC® efficacy evaluation in Balb/c mice challenged with serogroups A, B
and C

Abstract

There are several animal models for the experimental reproduction of human meningococcal disease.
Their usefulness in the evaluation of immunization and therapy, as well as in the pathogenesis of the
disease is unquestionable. The present paper describes the assessment of the efficacy of VA-MENGOC-
BC® and the Human BC Antimeningococcal Globulin against Neisseria meningitidis groups A, B and C
using mice treated with iron dextran and mucin as virulence enhancers. Mice were immunized
intraperitoneally with one, two or three doses (0.5 mL) of VA-MENGOC-BC®, The time elapsed between
the first and a second dose was three weeks and 15 days between the second and the last one. The
challenge was performed with lethal doses (1-3xDLso) of N. meningitidis A, B or C, 15 or 21 days after
the last immunizing dose. In order to test the efficacy of the Human Antimeningococcal Globulin as a
means of passive immunization, a different group of mice was treated 30 min, 2 h and 6 h after
bacterial inoculation. Five milligrams of globulin were administered intravenously or intraperitoneally to
each mouse. Results demonstrated that VA-MENGOC-BC® and the Human BC Antimeningococcal
Globulin confer significant protection against a lethal challenge with N. meningitidis A, B and C in mice
treated with virulence enhancement agents.

Keywords: VA-MENGOC-BC®, Human Antimeningococcal Globulin BC, mouse, mucin, iron dextran,
challenge, protection.
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