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RESUMEN

En virtud de la ausencia de vacunas autdctonas contra el virus
de encefalitis equina del Este (EEE) y el uso indiscriminado de
vacunas importadas elaboradas con cepas que tienen un com-
portamiento antigénico, clinico, epidemiolégico y molecular di-
ferentes a las cepas aisladas en Venezuela, conllevo a la pre-
paracion de una vacuna con cepas autdctonas de EEE para la
inmunizacién de équidos. En su produccion se evaluaron tres
cepas virales: El Delirio, La Trinidad y Tucacas. Los sustratos
de produccién empleados fueron: cerebro de raton lactante
(CRL), embriones de pollo (EP) y células VERO (CV). Se utili-
zaron dos inactivantes: Bromo - etilenimina (BEI) y Formalde-
hido. Una vez producido el virus, se determind: la carga viral,
el proceso de inactivacion, asi como la inocuidad y la potencia.
Los resultados obtenidos indicaron efectividad en la replica-
cion viral en todos los sustratos y cepas evaluados. La accion
del BEI sobre la cepa El Delirio no funciond, al no producirse
inactivacion completa del mismo. El formol inactivo el 100% de
las cepas La Trinidad y Tucacas en CV, mientras que en EP,
la inactivacion fue del 33,3%. Las pruebas de inocuidad y po-
tencia resultaron satisfactorias en el 100% de las vacunas pro-
ducidas en CV. Estos resultados indican que el mejor sustrato
para la elaboracion de vacunas inactivadas son los cultivos ce-
lulares, al obtener una mayor masa antigénica y una mejor efi-
ciencia del inactivante. También se observé que los controles
de inocuidad y potencia solo pudieron lograrse al obtener una
inactivacion del virus en un 100%.
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ABSTRACT

The absence of autochtonous Eastern Equine Encephalitis
(EEE) virus vaccine and the indiscriminative use of foreign strain
vaccines, with marked differences (antigenic, molecular,
epidemiological and clinical) as compared to those isolated in
Venezuela lead to the elaboration of a vaccine with EEE
autochtonous strains to immunize equidae. Three viral strains
(El Delirio, La Trinidad and Tucacas) were tested during the
preparation of this vaccines; they were produced in suckling
mice brains (SMB), whole chicken embryo (WCE) and Vero cell
(VC) substrates. Two inactivating substances, Bromo -
etilenimine (BEI) and formaldehyde were used. Once the virus
were prepared, the virus had inactivation process, safety and
potency. The results showed an efficacy in the virus replication
for all used substrates and strains. The action of BEI on the El
Delirio viral strain did not provoke a complete inactivation of this
strain. The formaldehyde inactivated 100% of the strains La
Trinidad and Tucacas in CV and 33.3% in WCE substrates. The
safety and potency test were satisfactory in 100% of the
vaccines made with CV. These results showed as the best, the
cellular cultures because they are able to gather a higher
antigen load and better efficacy from the inactivated substance.
It was also shown that safety and potency controls were only
achieved in 100% inactivated virus.

Key words: Eastern Equine Encephalitis, South American
strains, inactivated vaccine, Venezuelan horse
strains, formaldehyde.

INTRODUCCION

El complejo del virus de la encefalitis equina del este
(EEE) pertenece a la familia Togaviridae, genero alfavirus. [5].
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Pruebas, de cinética de inhibiciéon de la hemoaglutinacion per-
mitieron reconocer dos variantes antigénicas: los aislamientos
de Norteamérica y las Islas del Caribe, y los aislamientos de
Centro y Suramérica [5, 6, 29]. Entre las variantes norteameri-
canas y suramericanas de EEE existen diferencias: epidemio-
l6gicas, de patogenicidad, clinicas y moleculares [3, 5, 11, 24,
26, 27, 29, 30]. Rohering y col, [18], reportan la dificultad de
producir anticuerpos monoclonales especificos para las cepas
Suramericanas en virtud de lo poco conservado del genoma
en las regiones correspondientes a las proteinas estructurales,
mientras que las cepas norteamericanas son altamente con-
servadas para esa region.

En Venezuela, el virus de EEE fue aislado por primera
vez, en su ciclo silvestre, de hAmsters centinelas durante 1975
y epizod6ticamente, de equinos en 1976 [20, 28]. Se desconoce
aun como el virus irrumpe, del ciclo silvestre al epizodtico en el
pais, sin embargo, los estudios realizados en el laboratorio de
Arbovirus del Instituto de Investigaciones Veterinarias (IIV), in-
vestigando el pasado, mediante el banco de sueros, y el futuro
de una poblacion a riesgo de infectarse con el virus EEE es-
tando el mismo presente o no, es decir, retrospectivamente y
prospectivamente al primer aislamiento en equinos, permiten
sefialar que a pesar de que esta enfermedad es esporadica y
estacional, los casos clinicos se han presentado durante todos
los meses del afio, relacionados probablemente a la presencia
de aguas estancadas: lagunas, ciénagas, esteros asociados a
vertebrados amplificadores y mosquitos, lo cual permite una
amplia distribucion del virus de EEE en Venezuela; originando
en algunas zonas: a) infeccion y pequefios brotes en équidos,
en oportunidades localizados en lugares distantes, apoyada
por los resultados de laboratorio, que sefialan situaciones en-
démicas-epizodticas de intensidad variable, sin evidencia clini-
ca-virologica ni seroldgica que afecte a humanos; y b) zonas
donde no se evidencian casos clinicos, alin cuando la serolo-
gia indica actividad viral (endemicidad) [21]. En la primera si-
tuacion, se recomienda la proteccion de los equinos pertene-
cientes a zonas de riesgo ,donde se detecte actividad epizooti-
ca al igual que los equinos de deporte (por su frecuente movili-
zacion y alto valor econdmico) [22]. Las vacunas autorizadas
han sido inactivadas monovalentes de EEE o bivalentes de en-
cefalitis equina venezolana (EEV) y EEE; todas han sido ela-
boradas con cepas del subtipo norteamericano (SNA) de EEE,
desconociéndose la eficacia y duracion de inmunidad conferi-
da por esas vacunas con respecto a las cepas virales de EEE
actuantes en Venezuela. Trabajos previos sobre la efectividad
de las vacunas elaboradas con cepas del SNA utilizadas en la
proteccion de humanos expuestos a riesgo o epizootias causa-
das por el mismo subtipo, mostraron una mayor reactividad
con sus homologos SNA y en menor grado con los del subtipo
suramericano (SSA), [1, 4, 9, 14, 25].

Otras de las consideraciones menos probable pero no im-
posible de suceder, respecto al uso de vacunas elaboradas con
cepas de las variedades norteamericanas (mas patogénicas para
equinos y humanos), que de darse las condiciones favorables
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como el incremento del nimero de vectores eficientes, pudiera
establecerse un foco enzodtico de la variedad norteamericana y
originarse eventos epizodticos/epidémicos, causando alarma a
las autoridades de salud publica y animal [2, 10].

Finalmente, las dificultades que pudieran presentarse en
los controles de potencia al enfrentar los animales vacunados
con cepas SNA y evaluarlos serolégicamente con variedades
diferentes a las de la elaboracion de las vacunas, conllevan al
rechazo de lotes de vacunas, los cuales habiendo cumplido
con los controles en su pais de origen, los mismos no soportan
el desafio con cepas actuantes en el pais.

Experiencias con lotes de vacunas evaluadas en el labo-
ratorio de Referencia para el control de calidad de vacunas
contra Encefalitis Equina del Este (laboratorio de Arbovirus del
1IV) lo han demostrado, resultando en el rechazo de al menos
01 lote de vacunas importadas monovalentes (Cuba) y 2 lotes
bivalentes (USA) habiendo éstas, pasado los controles de cali-
dad en su pais de origen. (Datos no publicados)

El presente estudio resume los diferentes ensayos rea-
lizados para la seleccién preliminar de la cepa vacunal, sus-
trato de produccion viral, inactivantes y los controles de segu-
ridad evaluados en animales de laboratorio, a fin de obtener
una vacuna monovalente inactivada autdctona contra EEE
que de proteccion a los équidos y disminuir la dependencia
de importacién de vacunas contra las Encefalitis equinas en
Venezuela.

MATERIALES Y METODOS

Virus. Tres cepas de virus EEE fueron utilizadas: El Deli-
rio, La Trinidad y Tucacas, todas aisladas de cerebro de equi-
nos con signos clinicos de encefalitis (TABLA 1).

Sustrato de produccién de virus

Ratones Lactantes: Ratones de tres dias de edad fueron
inoculados por la via IC con 25 uL de suspensién de CRL en
soluciéon tamponada de fosfatos mas 10% de bovoalbUumina.
Este sustrato fue utilizado Unicamente con la cepa EL Delirio y
con BEI como inactivante.

Embriones de pollo (EP): Se siguieron las recomenda-
ciones de la Conferencia Internacional sobre Vacunas Contra
Encefalitis Equina [19]. Este sustrato se utilizd exclusivamente
para la cepa La Trinidad.

Células Vero (CV): Las cepas de los virus de EEE La
Trinidad y Tucacas fueron inoculadas en la linea continua
de células de rifibn de mono verde africano (Cercopithecus
aethiops) crecidas en monocapa en frascos Roux usando
medio de crecimiento MEM con 5% de suero fetal bovino.
Se realizaron pases seriados en CV y EP vy titulaciones si-
multdneas a la inoculacién y recoleccion para apreciar la
multiplicidad del in6culo en el sistema celular y cantidad de
virus producido.
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TABLA |
VIRUS DE EEE SELECCIONADOS PARA LA ELABORACION DE LA VACUNA
Virus Localidad Fuente Pasaje (2) Afio
(2) aislamiento
El Delirio (3) Zulia-Sta. Cruz Cerebro Equino CRLsIPs 1976
CRL2 Es

La Trinidad Zulia-Sta. Cruz Cerebro Equino CRL2V1-Vs 1976
Tucacas Falcén-Tucacas Cerebro Equino CRLaV1, CRLsV1 1984

CRLsIP1V,

Detecci6n y titulacion viral
TABLA Il

Para la deteccién de virus vivo residual fueron inocula-
das entre 4 y 10 camadas de ocho ratones blancos suizos de
tres dias de edad (RL) con 25 mL por las vias intracerebral
(IC) mas subcutanea (SC) simultdneamente, puro y en dilu-
cion 1:10. Estos controles fueron realizados durante los pro-
cesos de inactivacién, inocuidad y potencia. Para medir la
cantidad de virus utilizada en las pruebas de potencia y multi-
plicidad viral, se realizaron titulaciones simultaneas de los vi-
rus, utilizando siete camadas de seis ratones blancos suizos
de tres dias de edad con 25 mL via intracerebral (IC) disocia-
das lhora a 4°C y diluciones Log. base 10. El célculo de la
dosis letal cincuenta por ciento raton lactante intracerebral
por mL (DL50%RLIC/mL) se realiz6 por el método de Reed-
Muench. [17]. El periodo de observacion de los animales en
las pruebas para la deteccién viral, titulacion simultanea, con-
trol de inactivacion, inocuidad y potencia fue de 10 dias; los
ratones enfermos 0 muertos se sometian a la técnica de fija-
cion de complemento para la identificacion de virus.

Fijacién de Complemento

Se utilizd el micro método en pruebas 100% de hemdli-
sis. Diluciones de antigenos crudos (suspension de CRL en
solucién salina fisiologica) y la adicion de liquido ascitico inmu-
ne para EEE y EEV mas dos unidades de complemento, incu-
bacion durante la noche a 4°C, al dia siguiente se agregaba el
sistema hemolitico y se incubaron una hora a 37°C.

Inactivantes

Bromo-Etilenimina: Etilenimina binaria producida en so-
lucion alcalina fue usada al 1,0% y 1,5% exclusivamente sobre
la cepa El Delirio producida en CRL y usada en suspensién
viral al 10%. La accion del BEI fue usada sobre dos alicuotas
de la cepa el Delirio a diferentes tiempos y temperatura (TA-
BLA V). La tasa de inactivacion viral fue calculada mediante ti-
tulacion simultanea al inicio del ensayo.

Formol: Se utilizé formaldehido diluido a partir de formol
al 37% sobre las cepas La Trinidad (producida en EP y CV) y
Tucacas (en CV.) Las concentraciones usadas sobre la cepa
La Trinidad producida en EP estuvieron comprendidas entre

CONCENTRACION Y TIEMPO DE INACTIVACION PARA
LAS CEPAS DE EEE

Cepa viral Formaldehido % Tiempo de
inactivacioN
37°C/horas

La Trinidad -EP 0,4 72

La Trinidad -CV 0,05 24

Tucaras -CV 0,05 24

0,5% y 0,05% en tiempo y temperaturas variables (TABLA 11).
Todos los virus producidos en CV se inactivaron con formol al
0,05% /24 horas /37°C.

Para evaluar la inactivaciéon de las suspensiones virales
se colectaron muestras a las 18 y 24 horas a 37°C y a las 12,
18 y 36 horas una vez cambiadas a 4°C; alicuotas de estas
muestras fueron inoculadas en RL por las vias IC mas ICy SC
simultdneamente. Controles de esterilidad fueron realizados
en todas las etapas de produccion, generalmente usando tio-
glicolato y sabouraud, e incubados a 37°C. En la preparacion
de las semillas se incrementé el nUmero de medios de cultivo,
utilizandolos en forma de liquidos y sélidos, tales como agar
sangre, gelosa nutritiva, McConKey y caldo simple.

Preparacioén de las vacunas

La vacuna elaborada con la cepa la Trinidad de EEE en
EP y controlada segun las recomendaciones de la Conferencia
Internacional sobre Vacunas Contra Las Encefalitis Equinas
(CISVEE) [19], fue preparada con el pase CRL,Es5 utilizando
embriones de 10-11 dias de edad inoculandose 0,1 mL de una
suspension viral que contenia 100.000 DL50%RLIC / mL por la
via alantoidea. El titulo obtenido a partir del pase CRL,E5 fue de
10%%6 DL50%RLIC/mL. Los embriones fueron triturados y sus-
pendidos en buffer fosfato glicerinado, pH 8,0, las suspensiones
de los embriones cosechados fueron centrifugados y el sobre-
nadante obtenido fue inactivado con formol al 0,4% durante 72
horas a 37°C con agitacion continua. Después de la inactivaciéon
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para la obtencion de la vacuna, se le practicaron controles de
esterilidad, inocuidad y potencia en animales de laboratorio.

Las vacunas elaboradas en CV fueron: 1) Tres lotes ela-
borados con la cepa Tucacas y 2) cuatro lotes preparados con
la cepa La Trinidad (TABLA l1l1), todos los lotes fueron produci-
dos en frascos Roux. Para ello, se inocul6 la suspension viral
en monocapa de CV, y en adsorcion por 1 hora a 37°C, luego
se cubrieron las células con medio MEM con 2% de suero fetal
bovino. Los cultivos fueron chequeados dos veces al dia hasta
obtener efecto citopatico = 75%. Las suspensiones virales a
partir de las CV fueron cosechadas, clarificadas por centrifuga-
cion, inactivadas y se realizaron controles de esterilidad y se-
guridad en animales de laboratorio.

Prueba de inocuidad y de potencia

Se siguieron las recomendaciones de la Conferencia Inter-
nacional de Vacunas sobre Encefalitis Equinas (CIVSEE) [19].

Andlisis estadistico

Se utilizd estadistica descriptiva, apoyados en tablas;
para las titulaciones virales se aplico el método de Reed-
Muench y para las pruebas de inocuidad y potencia se siguieron
las normas CISVEE [19]. Se utiliz6 la prueba de VARIANZA
para analizar: diferencias entre los diferentes pasajes de las ce-
pas utilizadas, asi como también la Prueba UNIVARIANTE para
analizar la accion del BEI en las diferentes condiciones. Para
las pruebas de potencia se desarroll6 el método de FISHER.

RESULTADOS

Sustratos y replicacién viral

La TABLA IV muestra los resultados obtenidos de la re-
plicacién viral en los diferentes sustratos. Se observa que la
cepa La Trinidad producida en EP y El Delirio producida en
CRL, generan mayores cantidades de virus al compararse con
la produccién generada en las CV. Sin embargo, al comparar
los resultados obtenidos con la produccion de virus en CV, se
aprecio que no existen diferencias significativas entre ellos
(cepas y sustratos). Este resultado permite inferir que la pro-
duccion de virus utilizando estos sustratos es suficiente para la
produccion de vacunas inactivadas segin las recomendacio-
nes de la CISVEE [19] y otros investigadores [15,16]. Es im-
portante sefialar que en funcion de manejo, practicidad, éxito
en la inactivacion asi como también las reacciones anafilacti-
cas que se puedan producir por tejidos extrafios a la especie a
inmunizar, es recomendado el uso de tejidos celulares como
sustrato para la elaboracion de vacunas.

Inactivantes

Bromo-etilenimina (BEI): Los resultados obtenidos en los
diferentes ensayos realizados con BEI, reflejan que en ningu-
no de ellos hubo inactivacion viral total. La tasa de inactivacion
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TABLA Il
TITULOS PRELIMINARES DE LOS VIRUS DE EEE
PARA LA ELABORACION DE LAS VACUNAS

Lotes preliminares Pasaje Titulo (DEX)
Cepa tucacas
I CRL,V, 10,1
I CRL,V, 9,7
1] CRL.RAIPV, 8,9
Cepa la trinidad
I CRL,V, 9,2
I CRL,V, 9,1
1] CRL,V, 9,3
\Y CRL,V, 10,2

Dex: Abreviatura del exponente decimal del logaritmo base 10 de un
ndmero. Haldane, J.B.S. “Orden de magnitud”. Nature 187:879, 1960.
(CRL): Cerebro de raton lactante; (RA): Raton adulto; (V): VERO.

TABLA IV
REPLICACION VIRAL DE LAS CEPAS DE EEE
POR SUSTRATO

Cepa Sustrato DL50%RLIC / mL
(DEX)

El Delirio CRL 9,8-11,1

La Trinidad EP 9,5-11;3

La Trinidad Ccv 8,4-10,2

Tucacas CcVv 8,9-10,6

estuvo comprendida entre 1020 y 10°4 (TABLA V). Conside-
rando, los tiempos de exposiciéon del BEI (no mayor de 29 ho-
ras a 37°C) sobre la suspension viral elaborada a partir de
CRL, posiblemente el BEI requiere un mayor tiempo de accién
para la inactivacion completa para este tipo de sustrato. A pe-
sar de la existencia de métodos para la clarificacion de los so-
brenadantes, generalmente con este tipo de sustrato, quedan
pequefios restos de detritus celulares que podrian limitar la ac-
cién del inactivante. Al realizar el andlisis estadistico se encon-
tr6 diferencias significativas al 5% cuando fue utilizado BEI al
1,0% y 1,5% a 37°C y adicionalmente 24 horas a 4°C; a 37°C
no hubo diferencias significativas entre los diferentes porcenta-
jes del BEI. Se observé que al utilizar BEI al 1,0% luego de
29 horas de exposicion sobre la suspension viral a 37°C, el ti-
tulo disminuy6 5,6 DEX con respecto al control que fue de 9,5
DEX; mientras que cuando se utilizé BEI al 1,5% luego de 28
horas de exposicién a 37°C, el titulo disminuyé 2, 9 DEX con
respecto al control.

Formaldehido: El uso de formaldehido sobre las suspen-
siones de embriones para la produccién de vacuna de EEE
cepa La Trinidad-EP, tuvo un comportamiento variable; solo dos
de los seis ensayos realizados fueron satisfactorios a la inacti-
vacion. Se observa la influencia de la temperatura y el tiempo
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TABLAV
EFECTO INACTIVANTE DEL BROMO-ETILENIMINA SOBRE EL VIRUS DE ENCEFALITIS EQUINA DEL ESTE,
CEPA “EL DELIRIO”

Resultados (DL, %RLIC/ML) (DEX)

Ensayos BEI%V/V Tiempo horas Control virus 37°C 37°C+24 horas en
(1) Nevera (2)
9,5
1,0 7,1 4,9
1 24 4,6 4,3
29 3,9 4,5
8,3
4,5 5,0
1,5 24 5,8 6,3
2 28 54 4,9
9,2
8,6 =75
=70 =75
3 15 18 =75 7,0
24 =75 5,4

1. Porcentaje en volumen/volumen del bromo-etilenimina.

2. Resultados de alicuotas de los diferentes periodos a 37°C y adicionalmente 24 horas en nevera. P<0,05.

TABLA VI
INACTIVACION DEL VIRUS EEE, CEPA LA TRINIDAD-EP POR FORMALDEHIDO EN DIFERENTES CONDICIONES
Lote Pasaje/Titulo Formaldehido Temperatura °C Tiempo Resultados
% Horas
1 CRL2, EMB 5 0,5 22 68 No satisfactorio
12,0
2 CRL2, EMB 5 0,05 25 72 No satisfactorio
10,6
3 CRL2, EMB 5 0,4 37 72 SATISFACTORIO
10,8
4 CRL2, EMB 5 0,4 24 72 No satisfactorio
10,8
5 CRL2,Emb 5 0,4 37 72 SATISFACTORIO
10,6
6 CRL,Emb 6 0,4 37 24 No satisfactorio
9,8

de accion a las diferentes concentraciones del formaldehido
(TABLA VI). Ninguno de los ensayos en los cuales se utiliza-
ron temperaturas inferiores a 37°C produjo inactivaciéon ni ain
con concentraciones mas altas de formol ni tiempos de exposi-
cién menores de 68 horas; lo que infiere que las suspensiones
virales de EP requieren un mayor tiempo de accion del formal-
dehido para producir la inactivacién completa del virus, lo cual
se manifiesta en los lotes 3y 5 de la TABLA VI.

Los resultados obtenidos en los procesos de inactivacion
para las cepas La Trinidad y Tucacas elaboradas en CV resul-
taron sastifactorios al inactivarlos con formaldehido al 0,05% a
37°C durante 24 horas.

Los controles de esterilidad resultaron satisfactorios para
las vacunas elaboradas con las cepas La Trinidad en EP y en
CV, asi como para los lotes de vacunas cepa Tucacas-CV.
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Pruebas de inocuidad y potencia en animales
de laboratorio

Pruebas de inocuidad de la cepa EEE-La Trinidad en EP:
Los resultados obtenidos a partir de seis lotes de vacuna elabo-
radas en EP para la cepa La Trinidad de EEE, sefialan que dos
resultaron satisfactorios para las pruebas de inocuidad utilizando:
RL inoculados por la via IC mas SC, pollitos recién nacidos
(PRN) y cobayos adultos jovenes. Ninguno de ellos mostr6 sig-
nos de enfermedad ni muerte, hubo 100% de sobrevivencia.

Prueba de Potencia de la vacuna EEE-La Trinidad en
EP: Los resultados obtenidos para la prueba de potencia utili-
zando cobayos adultos jévenes resultaron satisfactorios para
los dos lotes inactivados (3 y 5), observandose que de 10 co-
bayos vacunados por lote con la cepa La Trinidad-EP, todos
sobrevivieron, mientras que los cobayos testigos (4/lote) ex-
puestos con 80 dosis y 125 dosis RLIC respectivamente, todos
fallecieron en el tiempo esperado (seis y medio dias).

Prueba de inocuidad de la vacuna EEE-La Trinidad en
CV: Cuatro lotes con titulos comprendidos entre 1091 a 10102
resultaron satisfactorios en las pruebas de inocuidad evalua-
das en RL, PRN y cobayos. No se observaron efectos deleté-
reos en ninguno de los animales inoculados con la cepa del
complejo EEE La Trinidad elaborada en CV.

Prueba de potencia de la vacuna EEE-La Trinidad en CV:
Fueron evaluados en cobayos jovenes, tres de los cuatro lotes
elaborados en CV y los resultados fueron satisfactorios en dos
de los tres lotes evaluados (TABLA VII) donde se aplicaron
25.120 dosis y 2.500 dosis; en el desafio sobrevivieron los va-
cunados Yy fallecieron los controles en el primer caso 100%, en
el segundo 75%, y en el tercer grupo sobrevivieron los vacuna-
dos y testigos, ya que la dosis del reto fue menor de 10 dosis.

Vacuna de EEE cepa Tucacas elaborada en células vero

Controles de inocuidad y potencia de la vacuna EEE-Tu-
cacas en CV. Prueba de Inocuidad: Tres lotes de vacuna con
titulos entre 10%° y 10%*%? evaluados en RL IC +SC ,RLIC,
PRN SC y cobayos IC fueron satisfactorios. Prueba de Poten-
cia: Dos de tres lotes de vacuna resultaron satisfactorios en la
prueba de potencia en cobayos adultos jovenes. Los animales

vacunados sobrevivieron mientras los testigos murieron al ser
retados con 10.000 DL50%RLIC y 7.943 DLsgge, RLIC de la
cepa homologa. En el tercer lote evaluado sobrevivieron los
vacunados y controles cuando fueron retados con 2,5 DLgq,
cobayo. La TABLA VIII muestra los resultados de las pruebas
de inocuidad y potencia.

Los controles de esterilidad realizados en los diferentes
medios de cultivo resultaron todos satisfactorios.

La evaluacion estadistica de las pruebas de potencia
de las vacunas La Trinidad y Tucacas, elaboradas en CV re-
velo valores de significancia en la prueba de Fisher igual a
0,011 y 0,001 respectivamente, estos valores son altamente
significativos.

DISCUSION

El uso de vacunas para la proteccion de los animales
contra las Encefalitis equinas es de gran interés en la salud
publica y veterinaria al ser estas enfermedades zoonoticas,
que se inician en los équidos y posteriormente afectan a los
humanos. Trabajos realizados por Cole [7]; Mussgay y col.
[12]; White y col. [31] en la elaboracion de vacunas inactivadas
contra Encefalitis equina y otros alfavirus han utilizados culti-
vos primarios y lineas celulares en monocapas estaticas y en
suspension celular. En la elaboracion de una vacuna autocto-
na contra EEE, se utilizaron varios tipos de sustratos para se-
leccionar aquel que proporcionara mejores beneficios con res-
pecto a produccién viral, manejo en la elaboracion, inactiva-
cién completa y ningun efecto deletéreo sobre los animales de
experimentacion. Los resultados obtenidos permiten inferir que
posiblemente el BEI no sea un buen inactivante cuando el sus-
trato que se utilice sea EP o CRL, o que este inactivante re-
quiera de un mayor tiempo de accion sobre los sustratos para
ejercer su accion inactivante. Asimismo, la accion inactivante
del formol sobre las suspensiones de embriones de la cepa la
Trinidad se vio limitada ya que de 6 lotes, solamente 2 resulta-
ron satisfactorios. El analisis de estos resultados sugiere la
proteccion del virus de la accion del formol por estar enmasca-
rado intracelularmente o en detritus celulares (citado por Cole
jr, y col [8]). Se conocen casos de infecciones en humanos y/o

TABLA VII
RESULTADOS DE PRUEBAS DE POTENCIA CEPA EEE LA TRINIDAD-CV EN COBAYOS
Lotes de vacuna EEE Pase Titulo Resultados
La Trinidad en CV (DEX)
Lote
| CRL,V, 9,2 El 70% de los cobayos vacunados mostraron titulos de anticuerpos IHA para EEE y
todos sobrevivieron al reto con 25 120 DL50%RLIC. Todos los testigos (100%)
fallecieron después del reto y se confirmé positividad a EEE por FC.

Il CRL,V, 9,1 No se realizé potencia

1] CRL,V, 9,5 Todos los cobayos vacunados sobrevivieron después del reto con 2500DL50%RLIC.
Los cobayos testigos fallecieron 3 / 4 (75%) y se confirmé el aislamiento viral por FC.

\Y% CRLYV, 10,2 Todos los cobayos vacunados y testigos sobrevivieron. Pocas dosis en el desafio.
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TABLA VI
RESULTADOS Y PRUEBAS DE INOCUIDAD Y POTENCIA EN ANIMALES DE LABORATORIO EN TRES LOTES DE VACUNAS
INACTIVADAS EEE - TUCACAS EN CV

Inocuidad Potencia
Lote Numero de animales y via de inoculacién RI Numero Cabayos y via de inoculacion RP
RLIC+SC  RLIC PRN SC Cobayos IC Intervalo (Dias) entre Vacunacion y Reto
Vv C \% C
| DOSIS 11 DOSIS RETO Y R/D
I 32 72 20 5 S 10SC 4 10SC 4 14IC/4/2/5  N.S
0 7 14
Il 84 NR 20 10IC S 15SC 5 15SC 5 30 S
IC/10.000
10IM 10 IM 10 DOSIS
0 21 Dias 21 Dias Despues Il Dosis VAC.
1 32 32 20 2 S 10SC 4 10SC 4 14IC/7943 S
DOSIS
0 14 28 Dias Despues Il Dosis

RI: Resultado de Inocuidad. RP: Resultado Potencia. NR: No realizado. S: Satisfactorio. NS: No Satisfactorio. RLIC+SC: Ratén lactante intracerebral
mas subcutaneo RLIC: Ratén lactante intracerebral. PRN: Pollitos recién nacidos. IC: Intracerebral. SC: Subcutaneo. IM: Intramuscular. R/D:N°

retados/dosis del reto. V: Vacunados. C: Controles.

animales después de aplicar vacunas contra EEV inactivadas
(evaluada y en uso) con formol y producida en EP causaron el
4,6% (14) de infecciones en 327 humanos vacunados [23].
Otros investigadores sefialan que el uso del formol a mayores
concentraciones sobre las suspensiones del embrion en su
forma directa, simple, sin aditivos (detergentes, adyuvantes)
puede repercutir sobre la potencia protectora, degradando el
tamafio de los componentes que contienen los determinantes
inmunogénicos [12, 13].

Los virus producidos en CV resultaron inactivados utilizan-
do formol al 0,05% en menos de 24 horas a 37°C. La prepara-
cion de la vacuna en medios de cultivo celular es méas suscepti-
ble a la inactivacion del virus, resultando menos probable la pre-
sencia de virus vivo residual que en las vacunas preparadas en
EP o en cualquier otro tejido animal ademas, tiene como ventaja
la ausencia de proteinas heterdlogas a la especie a inmunizar y
bien manejada favorece la conservacion de la antigenicidad [7,
8]. Investigaciones previas utilizando cepas del subtipo norte-
americano (SNA) inactivadas con formol al 0,4% durante 72 ho-
ras a temperaturas entre 18-20°C y entre 7-10°C, produjeron
buenos resultados [15, 16]. Trabajos realizados por Cole y col. [8]
elaborando vacunas contra EEV, utilizé fibroblastos de pollo inac-
tivando el virus con formaldehido al 0,1% y 0,05% a 37°C duran-
te 6 y 8 horas y 8 y 10 horas respectivamente, resultando exce-
lente proteccion con ambas concentraciones de formol. Asi mis-
mo, trabajos realizados por Cole Jr [7] usando virus EEE en fibro-
blastos de pollo crecidos en frascos en rotacion reporto la inacti-
vacion con formol al 0,05% y 0,1% a 37°C. Estudios realizados

por Cole, Jr. [7], Cole y col. [8] y Mussgay y col. [12] apoyan
los resultados obtenidos en esta investigacion.

Diferentes inactivantes pueden ser usados en la elabora-
cién de vacunas contra los alfavirus, sin embargo, es importante
considerar la temperatura y tiempo de inactivacion, naturaleza
del inactivante, proteccion y procesamiento del antigeno.

CONCLUSIONES

1. Al evaluar la produccion de virus de EEE en CRL, EP y
CV, aln cuando los dos primeros tejidos produjeron ma-
yor cantidad de virus, este beneficio se disminuye frente
a los problemas que causan los tejidos mas organizados
como son: a) detritos celulares que pueden contener vi-
rus sin inactivar y pudieran liberarse cuando ya el pro-
ducto est4 en circulacion conllevando a la produccion de
enfermedad, b) proteinas heterélogas a la especie a in-
munizar que pudieran causar reacciones anafilacticas, c)
manejo mas laborioso con las consecuencias de mayor
costo de produccién, posibles contaminantes, pérdida de
masa antigénica por procesos de clarificacion y filtracion,
dificultad para la inactivacion. Los resultados obtenidos
revelaron que solamente dos lotes de vacuna, produci-
dos en EP, resultaron satisfactorios frente a los 6 lotes
de vacuna producidos en CV.

2. Como inactivante se selecciono6 el formol, ya que utiliza-
do en condiciones de temperatura, pH y tiempo de inac-
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tivacion apropiados, produjo la inactivacién completa so-
bre los virus producidos en cultivos celulares.
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