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RESUMEN

Conocer el efecto protector (antigenicidad y seguridad) de dos
vacunas de encefalitis equina del este (EEE) cepas La Trini-
dad y Tucacas evaluadas en asnos. Dos lotes de vacuna pre-
paradas con cepas venezolanas fueron probados en asnos li-
bres de anticuerpos a los virus de EEV y EEE, cada lote fue
probado en nueve asnos (Equus asinus) (seis vacunados y
tres testigos). Se realizaron tomas de temperatura rectal dos
veces al día durante el período de observación, desde preva-
cunación hasta 10 días después del desafío, observación de
signos clínicos, desarrollo de anticuerpos EEE y aislamiento
viral 10 días después del desafío. Ninguno de los asnos vacu-
nados con la cepa Tucacas mostró enfermedad ni aislamiento
de virus antes ni después del desafío con 631.000 dosis letal
cincuenta por ciento en ratón lactante intracerebral por mL
(DL50%RLIC/mL). Anticuerpos neutralizantes al virus EEE fue-
ron demostrados en muestras séricas colectadas 21 y 28 días
después de vacunados. Después de la exposición al virus in-
feccioso (EVI), dos de los controles mostraron signos de enfer-
medad y de los tres testigos se obtuvo aislamiento viral. La va-
cuna elaborada con la cepa La Trinidad producida en embrio-
nes de pollo y evaluada en asnos no fue satisfactoria; no se
encontraron diferencias de temperatura estadísticamente sig-
nificativas (P > 0,1), entre vacunados y testigos, ni antes ni
después del desafío con 35.280 dosis. Después de la EVI, se
aisló virus en tres de seis vacunados (50%) y en dos de tres
testigos (66,7%). Los resultados de este estudio mostraron la

efectividad de la vacuna preparada con la cepa Tucacas, pro-
ducida en células Vero e inactivada con formol (0,05%/24 ho-
ras/37°C).

Palabras clave: Encefalitis equina del este, cepas surameri-
canas, vacunas inactivadas, asnos, cepas ve-
nezolanas, formaldehído.

ABSTRACT

Evaluate immunity and safety from two eastern equine en-
cephalitis (EEE) vaccine’s strains (La Trinidad and Tucacas) in
donkeys. Two batches of vaccine, prepared with Venezuelan
strains were tested in donkeys in captivity in an insect secure
virus safe isolation room. Each one were tested in nine don-
keys (Equus asinus) (six vaccinated and three controls). Rectal
temperature were taken twice daily during the observation pe-
riod, from prevaccination until at least ten days post challenge,
observations of clinical signs, antibodies response to EEE in
samples taken 21 and 28 days post vaccination and EEE virus
isolation 10 days post challenge. With Tucacas-Vero cells
(VC) vaccine, none vaccinated donkeys showed signs of ill-
ness or virus isolation before or after challenge with 631,000
SMICLD50%. Neutralizing antibodies were demonstrated in
samples collected by 21 and 28 day postvaccination. After
challenge, two of the control donkeys showed signs of illness,
and virus isolation were positive in all of them. La Trinidad
whole Chicken Embryo (WCE) vaccine evaluated in donkeys
was not satisfactory, there were not differences (P > 0.1) be-
tween vaccinated and control donkeys; they did not show signs
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of illness, development of antibodies, before or after challenge
with 35.280 infectious virus were negative. After challenge
50% of vaccinated and 66.7% control donkeys were positive
for virus isolations. The results of this study show the effective-
ness of the vaccine prepared with Tucacas strain growth in VC
and inactivated with (formol/0,05%/24 hours/37ºC).

Key words: Eastern Equine Encephalitis, South American
strains, inactivated vaccines, donkeys, Venezue-
lan strains, formaldehyde.

INTRODUCCIÓN

El virus de la encefalitis equina del este (EEE) pertenece
a la familia Togaviridae, género alfavirus [7]. Pruebas serológi-
cas de cinética de inhibición de la hemoaglutinación permitie-
ron reconocerle dos variedades antigénicas; la conformada por
los aislamientos de Norteamérica y el Caribe, y las Surameri-
canas, integrada por las cepas aisladas de Centro y Suraméri-
ca mostrando inclusive ligeras diferencias entre las variedades
Suramericanas [7, 8]. Hoy se conoce que existen tres grupos
antigénicos dentro de las variedades Suramericanas: a) El gru-
po de la Amazonia Peruana: aislamientos del Valle del Amazo-
nas del Perú y Brasil. b) Aislamiento del Este de Brasil, 1985,
c) Es el grupo más amplio y representa el resto de los aisla-
mientos del Centro y Sur América hasta Argentina [5, 29].

En Venezuela, el virus fue aislado por primera vez en el
estado Zulia en su ciclo silvestre de hámsters centinelas, en
1975 [28], y epizoóticamente de equinos en 1976 [22]. Los
equinos pertenecientes a zonas a riesgo, donde se detecte ac-
tividad epizoótica, al igual que los equinos de deporte (por su
frecuente movilización y alto valor económico) deben ser pro-
tegidos mediante vacunación. Las cepas actuantes en Vene-
zuela pertenecen al subtipo suramericano (SSA) [5, 27, 29];
las vacunas de EEE autorizadas son monovalentes inactiva-
das de EEE o bivalentes de encefalitis equina Venezolana
(EEV) y EEE, pero todas han sido elaboradas con cepas del
subtipo norteamericano (SNA) del virus EEE.

Existen diferencias antigénicas y moleculares, entre las
cepas de las variedades norteamericanas y de las variedades
suramericanas [5, 29], éstas últimas son más diversificadas,
heterogéneas y correlacionan antigenicidad con distribución
geográfica [14]. Las cepas norteamericanas están asociadas a
una alta mortalidad en equinos y humanos y otras especies,
(aves, suinos, etc.); las cepas Suramericanas causan enferme-
dad más moderada en equinos y prácticamente no afectan hu-
manos [14, 21, 29].

Al relacionar la respuesta inmune de equinos y/o huma-
nos vacunados con biológicos elaborados con cepas norte-
americanas muestran buena reactividad en el análisis con las
cepas homólogas [6, 11, 20, 25], pero mucho menor o ausente
al enfrentarlas con las cepas Suramericanas. La amenaza de
brotes esporádicos de EEE en distintas localidades del país,

en poblaciones susceptibles de équidos y humanos, señalan la
necesidad de producir un biológico eficiente para la inmuniza-
ción de los equinos que por salud o el valor económico de
ellos, requieren ser protegidos mediante la vacunación.

La ausencia de vacunas elaboradas con cepas autócto-
nas u otras vacunas que protejan a las cepas de virus EEE
epizoótico actuantes en el país motivaron la evaluación en as-
nos, de dos vacunas previamente analizadas en animales de
laboratorio, ellas fueron: 1.- Vacuna elaborada con la cepa La
Trinidad, producida en embrión de pollo (EP). 2.- Vacuna ela-
borada con la cepa Tucacas, producida en células Vero (CV.)
Los óptimos resultados obtenidos en animales de laboratorio
en la producción de vacunas inactivadas de EEE, cepas La
Trinidad y Tucacas, elaboradas en EP y CV respectivamente
[24], señalan la necesidad de evaluar la vacuna en asnos en
cautiverio, antes de la evaluación de campo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Fueron evaluados dos lotes de vacuna inactivada en as-
nos (Equus asinus) alojados en galpones antimosquito en cau-
tiverio: Vacuna inactivada La Trinidad, producida en EP y Va-
cuna Tucacas, producida en CV.

Animales

Asnos procedentes de la península de Araya, estado Su-
cre, seleccionados al azar dentro de la población disponible en
el Instituto de Investigaciones Veterinarias (IIV). Todos fueron
evaluados y confirmados de estar libres de anticuerpos inhibi-
dores de la hemoaglutinación (AcIHA) y anticuerpos neutrali-
zantes (AcN) a los virus EEV y EEE. Se utilizaron nueve asnos
(seis vacunados y tres testigos) para cada vacuna evaluada,
en total 18 asnos.

Vacunas

Las características de las vacunas a evaluar en asnos
fueron: 1.- Vacuna elaborada con cepa La Trinidad replicada
en EP con un título de 1010,6 dosis letal cincuenta por ciento en
ratón lactante intracerebral por mL (DL50%RLIC/mL), pase dos,
en cerebro de ratón lactante y cinco en embrión (CRL2E5)
inactivada por formol, 0,4%/72 horas/37°C. 2.- Vacuna elabo-
rada con la cepa Tucacas producida en CV con un título de
108,9 DL50%RLIC/mL, pase cinco, en cerebro de ratón lactante,
intraperitoneal uno, Vero uno (CRL5IP1V1) inactivada con for-
mol al 0,05%/24 horas/37°C.

Vacuna Tucacas-CV evaluación en asnos. Para estu-
diar esta vacuna se utilizaron 9 animales cuyas edades com-
prendían, entre 1 mes y 13 años, estimados según la erupción
y desgaste dental [1]. Dos de ellos tenían 1 y 2 meses y fueron
distribuidos respectivamente, en los grupos vacunados y testi-
go, a fin de igualar la influencia de los animales más jóvenes
en el desarrollo del experimento. Antes de los ensayos, los as-
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nos permanecieron un tiempo en los corrales del IIV. Los crite-
rios para la evaluación de la vacuna fueron: estado de salud,
ausencia de anticuerpos a los virus EEV y EEE previo al ensa-
yo, temperatura rectal dos veces al día, durante 10 días poste-
rior al desafío, signos clínicos, desarrollo de anticuerpos
postvacunación y conocer la fracción preventiva [9].

La vacunación de los asnos fue realizada a razón de
1 mL intramuscular (IM), aplicada en doble dosis los días 0 y 14
y desafiado 28 días después de aplicada la segunda dosis. Los
asnos testigos y vacunados fueron expuestos con una carga vi-
ral de 631.000 DL 50% RLIC/mL de la cepa homóloga, en su
quinto pase en cerebro de ratón lactante y ratón adulto intraperi-
tonial (CRL5 RAIP) por la vía subcutánea (SC). A todos los as-
nos se les tomó la temperatura rectal en los siguientes momen-
tos: durante 10 días previos a la vacunación (M1), antes de la
aplicación de la primera dosis (M2), después de la segunda do-
sis (M3) y posterior al desafío (M4). También se les tomaron
muestras sanguíneas para la detección de anticuerpos los días
de ingreso al galpón, el día de la aplicación de la primera dosis
de vacuna, días 10, 14, 21 y 28 antes del desafío, así como los
días 10, 17 y 30 posterior al mismo. Se consideraron controles
para la detección de virus los primeros 10 días después de la
exposición. Se hicieron controles de esterilidad en tioglicolato,
sabouraud y otros medios líquidos y sólidos, incubados a tem-
peratura ambiente y a 37°C, especialmente para la semilla y la
vacuna terminada a ser evaluada en asnos.

Vacuna La Trinidad-EP evaluación en asnos. Los cri-
terios de evaluación de esta vacuna fueron similares a los de
la cepa Tucacas de EEE. La edad de los animales estuvo
comprendida entre uno y siete años. El período de prevacuna-
ción fue de 10 días, aplicando 1 mL IM profundo en los días
cero y siete y EVI el día 21 (14 días después de la segunda
dosis vacunal) todos los asnos recibieron 35.280
DL50%RLIC/mL de la cepa homóloga en su segundo pase en
cerebro de ratón lactante (CRL), aplicado por la vía SC.

Pruebas serológicas

Los valores de pre y postvacunación fueron probados me-
diante las técnicas de Inhibición de Hemoaglutinación (IHA) y Se-
roneutralización (SN). En la prueba de IHA fue usada la microa-
daptación del método de Clarke y Casals [10]. Los antígenos
EEV y EEE fueron tratados con sacarosa-acetona, los sueros
fueron extraídos con acetona y adsorbidos con glóbulos rojos de
ganso (Anser cinereus). Títulos iguales o mayores a 1:20 eran
considerados positivos a la presencia de AcIHA en pruebas entre
4 y 8 unidades hemoaglutinantes. La prueba de neutralización
fue realizada en ratones blancos suizos (Mus musculus) entre 21
y 23 días de nacidos como fue descrito por Parra y col. [16].

Fraccion preventiva (FP)

Calculada como fue descrita por el Centro para Biológi-
cos Veterinarios [9], es el complemento de la fracción de ries-
go (FR). FR es igual al número de vacunados afectados sobre

el número de vacunados totales dividido entre el número de
controles afectados sobre el número de controles totales
FR = VA/VT entre CA/CT, donde FP = 1-FR

Análisis estadístico

Se realizó análisis de varianza de las temperaturas de
los asnos en los diferentes momentos y tratamientos. La vacu-
na La Trinidad en EP mediante la prueba T de Student y la va-
cuna Tucacas mediante la prueba F del programa Statgraphics
Plus for Windows. La diferencia entre grupos fue considerada
estadísticamente significativa cuando los valores de la varian-
za resultaron por lo menos P < 0,1.

Detección de virus

Fue realizada en muestras de sueros tomados durante
diez días continuos después del desafío. Fueron inoculados en
ratón lactante intracerebral más subcutáneo (RLIC+SC) con
25 µL/vía. Los animales se observaban durante 10 días. Rato-
nes enfermos o muertos eran identificados por fijación de com-
plemento (FC).

Fijación de complemento

Se utilizó el micrométodo en pruebas 100% de hemóli-
sis. Diluciones de antígenos crudos suspensión de cerebro de
ratón lactante (CRL) en solución salina fisiológica mezclado
con diluciones de líquido ascítico inmune de EEE y EEV más
dos unidades de complemento, incubación durante la noche a
4°C, el día siguiente se le agrega sistema hemolítico, e incuba-
ción a 37°C durante una hora.

Titulación de virus

Titulaciones simultáneas a las pruebas de desafío en as-
nos y seroneutralizaciones fueron realizadas en ratones blan-
cos suizos y calculados como ha sido descrito [16, 17].

Seguridad biológica

Para el control y evaluación de escape de virus del gal-
pón experimental se acondicionaron los galpones con protec-
ción de doble tela metálica, doble puerta de entrada (Trampa),
fumigación del área así como de los asnos con insecticida que
contenía: tetramethrin, diclorvos y butoxido de piperonilo. Adi-
cionalmente se colocaron hámsters (Mesocricetus auratus)
centinelas en el exterior del galpón donde se llevaban a cabo
los ensayos y en un corral a 25 m de distancia de los hámsters
centinelas y del galpón de los asnos, estaban burros libres de
anticuerpos para encefalitis equina, los cuales también servían
como centinelas.

RESULTADOS

La evaluación de los asnos que ingresaron al estudio
mostró en ambos casos que los mismos estaban clínicamente
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en buen estado de salud y que carecían de anticuerpos a los
virus de EEV y EEE, el análisis estadístico reveló que vacuna-
dos y testigos pertenecían al mismo universo.

Vacuna EEE-La Trinidad
producida en embriones de pollo

Los resultados obtenidos en los nueve asnos (6 vacuna-
dos y tres testigos) libres de anticuerpos a los virus EEE y
EEV y en buen estado de salud, no mostraron diferencias en-
tre vacunados y testigos, (P > 0,1), ni aún después del reto
con 35.280 DL50%RLIC/mL. Ningún asno mostró signos de en-
fermedad ni alza térmica. Los promedios de temperatura a.m. y
p.m., durante los 10 días previos a la vacunación (M1), siete
días después de la primera dosis (M2), 10 días después de la
segunda dosis (M3) y 10 días después del desafió (M4) se ubi-
caron dentro de los valores normales (37,2-37,9°C) TABLA I. El
análisis estadístico del promedio de las temperaturas mediante
T Student no mostró diferencias significativas (P > 0,1) entre los
vacunados, entre los testigos, ni entre vacunados y testigos.
La detección del virus después de la EVI resultó positiva en
50% de los asnos vacunados, aislándose virus de EEE en los
días 5 y 6; así como también, se aisló virus de EEE en dos de
los asnos testigos los días 4 y 6. Considerando aislamiento viral
como factor a riesgo en vacunados y testigos tenemos que FR
= 3/6 entre 2/3 = 0,75 y la FP = 1 – FR = 1 – 0,75 = 0,25; en
consecuencia, la fracción protegida resultó igual a 0,25 valor
no satisfactorio. No se detectaron AcIHA ni SN en ninguno de
los asnos vacunados ni testigos, a excepción del suero del día
10 después de la exposición de un asno testigo de 7 años que
resulto positivo 1:20 AcIHA frente al antígeno EEE.

La similitud de los parámetros evaluados en vacunados
y testigos no permiten calificar la vacuna como aceptable. En-

tre los factores que pueden haber influido en estos resultados,
se encuentran: 1.- Intervalo entre primera y segunda dosis va-
cunal (siete días) 2.- intervalo entre segunda dosis vacunal y
desafío (14 días), 3.- Vía de aplicación de la vacuna, 4.- Trata-
miento de inactivación del virus vacunal, 5.- Sensibilidad de las
pruebas, 6.- Factores humanos: diluciones, aplicación de la
vacuna. Estos serán considerados en la discusión.

Vacuna EEE Tucacas elaborada en células Vero

Nueve asnos (seis vacunados y tres testigos) libres de
AcIHA y AcN a los virus EEE y EEV; los resultados obtenidos
fueron los siguientes: desde el inicio del experimento hasta el
momento del desafío, todos los asnos permanecieron en buen
estado de salud. Posteriormente, todos los vacunados y uno de
los testigos permanecieron en buen estado de salud, lo cual
concuerda con la expresión clínica moderada de las cepas del
SSA. Dos de los tres testigos mostraron signos de enfermedad,
el más joven (1 mes de edad) presentó fiebre con temperatura
hasta de 39,8°C, rechinar de dientes, decaimiento, secreciones,
lagrimeo durante dos días y el testigo de tres años mostró sig-
nos más leves durante un día, decaimiento, anorexia, lagrimeo.
La TABLA II muestra los resultados de las pruebas de aisla-
miento viral y desarrollo de AcIHA y AcN. No hubo aislamiento
viral en los vacunados. Se obtuvo aislamiento viral en los tres
testigos, uno de ellos durante un día y en los otros dos durante
tres días; de ellos, el más joven con viremia consecutiva duran-
te los días uno a tres, fue el que mostró signos clínicos más in-
tensos; el otro asno mostró signos de enfermedad más leves,
se le detectó viremia durante un día. Al testigo que no expresó
signos clínicos de enfermedad (asno # 288), se le detectó virus
los días tres, cuatro y siete, patrón bifásico en viremia sin las
otras características descritas por Fenner y col. [12] en base al
trabajo de R. Kissling con cepas SNA. El desarrollo de AcN re-

313

_______________________________________________________________Revista Científica, FCV-LUZ / Vol. XV, Nº 4, 310 - 318, 2005

TABLA I

PROMEDIOS DE TEMPERATURA a.m. Y p.m. EN ASNOS EN LOS DIFERENTES MOMENTOS DEL ENSAYO Y LA VIREMIA
DESPUÉS DEL DESAFÍO PARA LA VACUNA EEE-LA TRINIDAD EN EP

Vacunados

Identificación Edad (años) M1 M2 M3 M4 AV

1 3 37,3 37,4 37,4 37,6 Pos. (5)

2 1 37,5 37,6 37,6 37,7 Pos. (6)

3 3 37,2 37,2 37,2 37,4 Neg.

4 1 37,6 37,6 37,7 37,7 Neg.

5 1 37,3 37,4 37,5 37,5 Neg.

6 1 37,7 37,7 37,7 37,9 Pos. (5)

Testigos

7 1 37,4 37,3 37,3 37,5 Neg.

8 3 37,3 37,4 37,4 37,6 Pos (6)

9 7 37,5 37,5 37,5 37,6 Pos (4)

AV: aislamiento viral. Pos: positivo. Neg: negativo. M1 a M4: Promedio de temperatura a.m. y p.m. durante los diferentes momentos del
experimento. Número entre paréntesis: día del aislamiento.



sultó positivo en muestras colectadas los días 21 y 28 después
de la vacunación y negativos en los testigos. Los Ac IHA resul-
taron negativos en vacunados y testigos durante el mismo pe-
ríodo. Después del desafío se detectó positividad a Ac IHA en
3/6 vacunados y en los tres testigos.

La TABLA III muestra los valores promedios de tempe-
ratura a.m. y p.m. de los diferentes momentos (M1-M4), los

mismos se ubican dentro de los valores normales, el análisis
de la prueba F del programa Statgraphics para los diferentes
momentos utilizando todos los valores promedios de tempe-
ratura a.m. y p.m. mostraron diferencias significativas entre
(P < 0,1) y (P < 0,01) entre tratamientos, momentos y efecto
de la interacción entre momentos y tratamientos. La compara-
ción de medias entre vacunados y testigos (tratamiento 1 y 2,
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TABLA II

RESULTADOS DE DETECCIÓN VIRAL Y DESARROLLO DE ANTICUERPOS EN ANIMALES VACUNADOS Y TESTIGOS.
VACUNA EEE-TUCACAS-CV

Asno Nº Edad
(años)

AV Anticuerpos

IH SN

PV(0) Postvacunados PD PV(0) PSTV

Vacunados

274 2 Meses N N N P(30) N P(21)

282 1 N N N N N P(21, 28)

285 13 N N N P(10, 17) N P(21, 28)

289 3 N N N P(17) N P(21, 28)

291 3 N N N N N P(21, 28)

298 1,5 N N N N N P(21, 28)

Testigos

275 1 Mes P(1, 2, 3) N N P(10-17) N N

281 3 P(3) N N P(10, 17, 30) N N

288 4 P(3, 4, 7) N N P(10, 17, 30) N N

AV: aislamiento viral. IH: inhibidores de hemoaglutinación. SN: seroneutralizantes. PV: anticuerpos previos a la vacunación día “0”. PSTV: anticuerpos
postvacunación. PD: anticuerpos post exposición. N: negativo. P: positivo. Número entre paréntesis: día del aislamiento.

TABLA III

RESULTADOS DEL PROMEDIO DE TEMPERATURAS AM Y PM DE 10 DÍAS EN ASNOS VACUNADOS Y TESTIGOS
Y EN LOS DIFERENTES MOMENTOS DEL ENSAYO. VACUNA EEE-TUCACAS

Vacunados

Asno Nº Edad (años) M1 M2 M3 M4

274 2 meses 37,7 37,8 38,0 38,1

282 1 37,5 37,4 37,5 37,7

285 13 37,5 37,4 37,5 37,6

289 3 37,5 37,6 37,6 37,6

291 3 37,5 37,3 37,2 37,7

298 1,5 37,5 37,5 37,5 37,8

Promedio de T 37,53ac 37,50ac 37,55ac 37,75bc

Testigos

275 1 mes 37,6 38,0 37,9 38,3

281 3 37,5 37,4 37,4 37,7

288 4 37,4 37,5 37,6 38,0

Promedio de T 37,50ac 37,63ad 37,63ad 38bd

a,b: letras distintas indican diferencias estadísticas entre los momentos (columnas). c,d: letras distintas indican diferencia estadística entre tratamientos.
T: expresada en grados centígrados. M1: promedio de temperaturas a.m. y p.m. durante 10 días previos a la vacunación. M2: promedio de
temperaturas a.m. y p.m. durante 10 días después de la 1ª dosis vacunal. M3: promedio de temperaturas a.m. y p.m. durante 10 días después de
la 2ª dosis vacunal. M4: promedio de temperaturas a.m. y p.m. durante 10 días después del desafío.



respectivamente) mediante la prueba de Tukey con un intervalo
de confianza 95% indicó diferencias altamente significativas
(P < 0,01). En relación con las diferencias entre los momentos
se puede observar que éstas se presentaron entre los tres pri-
meros con respecto al último, no encontrándose diferencia en-
tre los tres primeros. En la FIG. 1 de la interacción, se aprecia
que en el momento cuatro es donde se alcanza la mayor dife-
rencia en las temperaturas promedio. Igualmente se observó
en la misma figura de la interacción muestra que la tendencia
de las temperaturas a partir del momento M2 es muy similar
entre los tratamientos y que la diferencia menor se presenta
entre los momentos 1 y 2 que es realmente donde se visualiza
mejor la interacción (FIG. 1). La FIG. 2 muestra el efecto de
los tratamientos (vacunados y testigos), el cual se maximiza al

comparar los momentos 1 y 4 (M1-M4) temperatura, prevacu-
nación y temperatura después del desafío. En los asnos testi-
gos después de la EVI y durante M4 se obtiene un incremento
mayor de la temperatura al compararlos con los asnos vacuna-
dos. Esto obedece a que los vacunados ya tenían anteceden-
tes de vacunación (EEE-Tucacas-CV) y AcN y al desafiarlos y
estar protegidos, el alza térmica fue menor (FIG. 2).

Los tres testigos dieron aislamiento viral positivo y dos de
los tres mostraron signos de enfermedad, los vacunados no
mostraron signos de enfermedad ni produjeron aislamiento viral,
en consecuencia, el cálculo de la fracción preventiva es igual a
1, FP = 1 – FR. FR = 0/6 entre 3/3 = 0. FP = 1 – 0 = 1 (aisla-
miento viral) FP = 1 – FR. FR = 0/6 entre 2/3 = 0. FP 1 – 0 = 1
(enfermedad) valor satisfactorio. El control de la seguridad bio-
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lógica fue satisfactoria, no se evidenció enfermedad o muerte
en hámster ni asnos sanos centinelas, así como tampoco de-
sarrollaron AcIHA durante la evaluación de las vacunas La Tri-
nidad y Tucacas.

DISCUSIÓN

La frecuencia y amplia distribución geográfica del virus
EEE en poblaciones de équidos susceptibles, aunado a la au-
sencia de vacunas elaboradas con cepas autóctonas del mis-
mo virus que protejan contra las cepas epizoóticas presentes
en el país, originaron la preparación y control de vacunas con
cepas venezolanas del virus EEE [24], los resultados obteni-
dos motivaron la evaluación preliminar en asnos de las vacu-
nas elaboradas con la cepa La Trinidad y Tucacas.

Los resultados obtenidos con la vacuna La Trinidad ela-
borada en EP evaluada en asnos, no mostró diferencias entre
vacunados y testigos, ni antes ni después del desafío, en ningu-
no de los parámetros que fueron seleccionados para evaluar la
vacuna. No se apreciaron fiebre ni otros signos clínicos, tampo-
co fueron detectados Ac IHA o AcN, después de la EVI con
35.280 DL50%RLIC/mL. Hubo aislamiento viral a partir del 50,0%
de los animales vacunados (3/6) y en el 66,7% de los testigos
(2/3). Tesh y col. [26], evaluando una vacuna comercial inacti-
vada con formol contra Encefalitis del Oeste del Nilo en háms-
ters, encontraron después de dos dosis vacunales AcIHA bajos,
que ninguno de los vacunados mostró signos de enfermedad o
muerte después del desafío con virus infeccioso (DVI); sin em-
bargo, 6/9 hámsters vacunados tuvieron un incremento sustan-
cial en el título de AcIHA después del RVI y 2/9 dieron viremia
positiva, esto sugiere que la repuesta inmune a la vacuna inacti-
vada fue insuficiente para inhibir completamente la replicación
viral. En la vacuna La Trinidad, la fracción protegida en base al
aislamiento viral fue de 0,25, valor que no es satisfactorio. En-
tre las causas que pudieran influir en estos resultados se hicie-
ron las siguientes consideraciones. La cepa La Trinidad fue
aislada de cerebro de equino y pool de órganos (cerebro, cora-
zón, riñón, hígado páncreas, etc.) revelando títulos expresados
en Dex de 3,5 e � 2,5DL50%RLIC/25 µL respectivamente. Si
el reto en los asnos fue realizado con un segundo pase en
CRL de la cepa homóloga, la cual, con buena capacidad de re-
plicación en CRL y EP y habiendo mostrado buena carga viral
en el pase cero de cerebro de equino y pool de órganos, se
esperaba el aislamiento viral después del DVI. En los testigos,
sólo se aisló virus en dos de ellos, esto pudiera ser debido a
una respuesta individual del control por el mismo o por una
inoculación deficiente en volumen o cantidad de virus inocula-
dos. El aislamiento viral en tres vacunados y la ausencia de
AcIHA y AcN antes y después del DVI pudiera ser debido a
una inmunización parcial o a la ausencia de Ac humorales, sin
ser esto el presente caso ni ser indicativo de falta de protec-
ción, ya que puede haber protección celular, como fue descrito
por Barber y col. [2]. El esquema de aplicación IM de la vacu-
na con doble dosis e intervalo de siete días entre dosis y 14

días después el reto con 35.280 DL50%RLIC del segundo
pase en CRL no fue satisfactorio, aun cuando fue suficiente
para originar aislamiento viral en vacunados y testigos, no lo
fue para mostrar diferencia en ninguno de los parámetros esta-
blecidos para su evaluación. Hay reportes de buenos resulta-
dos utilizando el esquema de aplicación de vacuna EEE-SNA
con igual intervalo en la aplicación de las dosis pero utilizando
la vía ID [18]. En los resultados de la vacuna La Trinidad-EP
también pudo haber influido el método de inactivación y el sus-
trato de replicación del virus. El crecimiento del virus en culti-
vos celulares es más fácil de manejar o inactivar que cuando
el virus es producido en otro tejido más complejo que las célu-
las. El método de inactivación de la vacuna en prueba (formol
0,4%/37°C/72 horas) usado en su forma directa más simple,
sin aditivos, puede haber repercutido sobre la potencia protec-
tora degradando el tamaño de los componentes que contienen
los determinantes inmunogénicos [13, 15]. También deben ser
consideradas en la obtención de los resultados la sensibilidad
de las pruebas utilizadas y posibles fallas humanas.

En la vacuna elaborada con la cepa Tucacas producida
en células Vero, los asnos arrojaron valores de temperatura
dentro de los límites normales en vacunados y testigos, excep-
to el testigo que ingresó al experimento con un mes de edad,
que mostró fiebre los tres primeros días después del DVI al-
canzando niveles hasta de 39,8°C, el análisis estadístico de
las temperaturas reveló que los grupos de vacunados y testi-
gos pertenecían al mismo universo y se empiezan a diferen-
ciar después de la aplicación de la primera dosis vacunal, si-
guiendo la misma tendencia en cada grupo o tratamiento, ha-
ciéndose la diferencia altamente significativa después de la ex-
posición entre tratamientos 1 y 2 y momentos M1 a M4

(P < 0,01). Los trabajos de Barber y col. [2], utilizando cepa del
SNA obtuvieron un alza térmica en los testigos después del
DVI EEE alcanzando temperaturas de 40,5°C durante el curso
de su enfermedad fatal por cepa SNA en los testigos y un in-
cremento de 1°C en los vacunados después del DVI. Parra y
col. [17], evaluando una vacuna EEV en asnos, al igual que en
el presente trabajo, no detectaron alza térmica en los vacuna-
dos, siendo la misma, positiva en los testigos después de la
exposición.

La intensidad de los signos clínicos de enfermedad está
relacionada con la naturaleza de la cepa infectante, los virus
pertenecientes a los SNA están relacionados con alta mortali-
dad y secuelas neurológicas generalmente no reversibles en
los sobrevivientes équidos o humanos; las cepas del SSA cau-
san enfermedad más moderada en los équidos, sin causar
prácticamente enfermedad en los humanos [14]; la expresión
clínica de los asnos en estos ensayos y la ausencia de casos
clínicos comprobados en humanos de Venezuela apoyan la
naturaleza de variedades suramericanas de los aislamientos
venezolanos.

El virus EEE-SNA en la vacuna trivalente evaluada por
Baber y col. [2] y la EEE Tucacas-SSA revelaron diferencias
en intensidad del alza térmica, otros signos clínicos y sobrevi-
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vencia de los asnos en la vacuna en evaluación, obedece a la
naturaleza patogénica de los subtipos que intervinieron. Hubo
detección de virus en los tres testigos y leve expresión clínica
en dos de ellos después del DVI, comparable a los resultados
obtenidos por Baber y col. [2] y Parra y col. [17]. La detección
de AcN en muestras recolectadas 21 y 28 días después de la
segunda dosis vacunal y la ausencia o desaparición de AcIHA
en las mismas muestras [19, 23] y la evidencia de AcIHA des-
pués del DVI en el 100% de los testigos a partir del décimo día
fue similar a los de los resultados obtenidos en vacunas inacti-
vadas de encefalitis equina en asnos y equinos en cautiverio,
primovacunados o libres de AcIHA y AcN [2, 17], en equinos
en haras [23] y humanos [3, 25]. La respuesta en el desarrollo
y duración de los Ac pudiera ser debido a sensibilidad de las
pruebas en la detección de AcIHA, ausencia legítima de Ac
humorales [2], homología o no de los antígenos usados en la
prueba y los anticuerpos producidos por los antígenos de la
vacuna. La aparición de AcIHA después del DVI en los anima-
les vacunados (50,0%) pudiera sugerir que la inmune a la va-
cuna inactivada fue insuficiente para inhibir respuesta comple-
tamente la replicación viral [26] o estar relacionado al número
de dosis 631.000) del DVI, lo cual más bien estimula la forma-
ción de Ac como una acción (booster).

CONCLUSIONES

Aun cuando el número de asnos usados en la evalua-
ción de las dos vacunas inactivadas fue escaso, los resultados
obtenidos con las vacunas elaboradas con la cepa Tucacas
producida en células Vero permiten recomendarla ampliamen-
te por haber soportado el desafío con una cantidad suficiente
de virus, sin que los vacunados mostraran signos clínicos ni
aislamiento viral, contrario a los testigos que después del de-
safío presentaron al aislamiento viral en todos y exposición clí-
nica en el 66,7%, dado que los vacunados por su vacunación
previa tienen AcN y estaban protegidos. Por otra parte, los re-
sultados obtenidos en la evaluación preliminar de producción y
control de la misma en animales de laboratorio también fueron
satisfactorios.
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