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RESUL.ZN

GODINEZ VAa47Uds, SERGIO ROBENDO. Comperacidn de lo- tizulue
vireles de 1= cepm IC-83 de Encefrlitis E~uina Venezclana
en tres cultivos celulrres (bzjo la direccidn de: Loura ka-

tricia Noé Martinez).

Este trebnjo se realizé en la Productora Nacionrl de Biold-
gicos Veterinarios (PRONABIVE). Con la finalidad de obtener
titulos virales iguales o superiores de la cepa vacunal
PC-83 de Encefalitis Eouina Venezolana (E.E.V.), aprovechsn
do las ventnjas oue ofrecen los cultivos de linea en compn-
racién con los cultivos primerios. Se utilizaron tres tivos
de cultivos celulares: el cultivo orimario de célul:s de co
razén de cuye fetal (que se utiliza pars producir le vacuna
contrs E.E.V.), células de rifion de hamster lactente (BHE-
21) y rifion de cerdo (PK-15). Se obtuvieron dos cosechas de
cada cultivo celular y mediante el método de Reed y Muench
se cédlculo la Dosis Letal Ratdén Lactente por mililitro (DLg
L-50%/ml). El t{tulo viral mayor del prome.io final fue de
108’2DLRL/ml y correspondio & les células BHK-21, lo aue su
giere realizar pruebss de inmunogenicidad en animales pqia
elaborar la vecuna contrs la E.E.V. cepa TC-83 en este cul-

tivo.
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INTACDUCTICH

La Encefeslitis #&nuina Venezclena (Z.E.V. es un= eniermed-d
virsl, afectez vrincipalmente = ecuinos, 2 los cusles les

orovoc= incenscided zootecnics y muerte (807 »1 90%:) (7,22).

Los primeros brotes se reconocieron en Colombia en 1935, de
shi se difundid a Venezuela donde provocd una enizootis gra
ve en caballos y mulas, posteriormente se nresentd en otras
regiones de Sudemérica (Brasil, Ecuador y la isla de la Tri
nided), Centroemérica (Panemd, Costa Rica, Niceragus, El-

Saivedor y Guatemela), México y Estedos Unidos de Nortesmé-—
rica, produciendo brotes severos (1,11,15,71,77), En México
se conoce la presencia del virus de le E.E.V. desde 1962,

cusndo se encontraron anticuernos inhibidores de la hemo -
aglutinacidn en sueros de humsnos de le region de Chamvotdn,

Cempeche (22).

El virus de 1la E.E.V. pertenece s la fomilia Togrviridre,
género Alfavirus (grupo "A" de los Arbevirus) (7,13,17,19,-
?1), mide de 60 a2 80 nendémetros (nm) de difmetro, esta cons
tituido por una cAnside de simetria icosaédrica roderds de
una envoltura 1ipida, el genoma es una molécula de &cido ri
bonuclefico de filamento 6nico, se renlice en el citonlesmas
de 1la2s células y adouiere su envoltura sl s»lir de las mis-
mas ~travessndo la membrane citoplasmétice, produce efecto
citoonAtico en cultivos celulares (sunoue en células de mos-
quitos no se h= presentsdo efecto citonotogénico) e innctg
va con celor y solventes de 1{pidos. La hemoaglutinina es

un componente inmunolégico en 1» suverficie del virus (6).
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"In vitro" el virus de 1la E.E.V. se replica en cultivos ce-
lulares primarios como 13s células de corazdn de cuye tetsl
(C.C.P.) (6) y en cultivos continuos o e linea, tsles como
célulrs de rifion ie hamster lesctente BHK-21 (12,13,16,:0,-

°2,24), célulss de rifién de cerdo PK-15 (13), célul~z de'ri
fidn de mono verde VERO (12,13,19,27), células de carcinoma

de cervix humeno Hela (20,22) y células de macrdirgos de ra

tén Bd-J-M (14).

Infects a vertebrados y artrdpodos (1,9,13,18,22). se reco-
nocen dos ciclog bioldgicos en la naturrlezz, el ciclo en -
zoodémico entre penuefios mamiferos y moscuitos, afectsndo
ocasionelmente al hombre y 2 los eouinos; y el ciclo enizoo
démico nue se menifiesta con brotes severos, tanto en huma-
nos como en eouinos (13,22). Los principeles transmisore:s
bioldgicos son los mosauitos de los géneros Aedes, Culex y
Anépheles (1,7,18,74,26), se sospechn de mosces hematéfagas
de los géneros Tabanus, Caryseps y Entomoxys, oue actuan co
mo vectores mécenicos en epizootias (22).

Los roedores y aves migratorias juegsn u. p~pel importante
en el ciclo del virus de la E.E.V. como reservorios (26).
Como el virus se encuentra en nsfriz,.ojos, bocz, orina y le
che en animnles infectsdos no se descarte la trensmisidn

por contacto directo (1,15).

Pars el control de la Encefalitis Bouina Venezolena se tie-
ne nue combatir » los trensmisores bioldgicos o prevenir ls
entermedad por medio de vrecunes (3). La vacuns mas conocida
es la elaborada con lma cepa "TC-83" aislade del cerebro de

un burro infectrdo durrnte un brote en 1la isla de 1la Trini-

dnd en 1943 (22,25); ests cens ofrece un extenso margen de
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seguridad (4) pues la viremia oue provocs en el enimal es
incavaz de infect2r ~ los mosouitos y a la fecha no se ha

demostrado reversidn a la patogenicided (22).

Para el s2islemiento del virus de la E.E.V. es conveniente
utilizar embriones de nollo y snimeles =ltermente sucepti -
bles (cuyos, hasmster, raton suizo, pollos de un dia de naci
dos), ssi como las lineas celulares continuas en las cuales
los efectos citopaticos son con frecuencia incompletos y

bastante insatisfactorios (13,22).

En México para la elsborscidn de la vacuna contras la E.E.V.,
con la cepa TC-83,se utiliza el cultivo primerio de corezdn
de cuye fetal, la vacuna asi elsborada ha brindedo une inmu
nided sdélida y duradera (1). Sin embargo, desde el punto de
vista del productor de bioldgicos se sabe oue un cultivo

primario tiene un crecimiento ademis de diffcil limitedo

"in vitro" (de cinco a diez divisiones). En cembio los cul-
tivos celulares de linea son cepnces de propagarse "in vi -
tro" indefinidamente por medio de subcultivos de las célu -
las a intervelos regulrres (13,23), Tembién conserven su

viabilided vpor muchos alios si se slmecenen 3 bajas temnera-

turas (12).

El virus de la E.E.V. se renlica en cultivos celuleres de
1inea y la produccidn de la vecuna se rezliza en cultivo
celular orimario de corazén de cuye .etal con 1= cena TC-83,
utilizando las ventajes aue o recen los cultivos de linea
en comvaracién con el cultivo primerio de corezdén de cuye

fetal, se infectaran con ls misma cena vrcunrl los cultivos
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BHK-?1 y PK-15 esperando cosechar fluidos con titulos vire-

les iguales o superiores oue en el cultivo primerio.



-6 -

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron cinco cuyes hembras (albinos reza Hartley) en
el dltimo tercio de la gestacidn, se sacrificaron pers ex -
troer estérilmente los corazones de los fetos; posteriormen
te se realizdé el cultivo primario de las células de corazdn
de cuye fetal utilizando el medio de crecimiento E=gle con

un 10% de suero fetal de ternera. Al formsrse el monoestra-
to se procedid a reslizar tres pases de las células y se in
fectaron con la semilla de la cepa TC-83 de E.E.V., de a -
cuerdo sl protocolo de produccién, propiedad de 1la Productg

ra Nacional de Bioldgicos Veterinerios (PRONABIVE).

Paralelzmente,se sembraron botellas con células BHK-21 con
medio de crecimiento BHK con 10% de suero fetal de termera
y células PK~15 con medio de crecimiento Esgle (10% de sue-
ro fetel de'ternera). Curndo se formé el monoestrato celu -
lar de los cultivos celulares continuos también se inoculsa-

ron con la cepe TC-83.

Los tres tipos de cultivos celulares se incubaron a 37°C du
rente una hora y media, después se desechd el indculo y se

rgregé medio de mentenimiento E~gle (con 0.5% de solucidn

de =lbumina bovins B.S.A. 8l 12.5%) a las células de cora -
z6n de cuye fetel y PK-15 y medio de mentenimiento BHK (0.5%
B.S.A. al 12.5%) e las células BHK-?1; afiadiendo sntibidtico
(peniciline, estreptomicina y kenamicina) y fungicida (anfo

tericina B) e incubandolos a 3400 hasts la cosechsa.

La orimera cosecha del virus se realizé al observar en los

cultivos celulares el efecto citopdtico (formecidn de célu-
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la2s gigantes multinucle~dss y desprendimiento celular)
aproximadsmente » las 30 horas nosinoculscidn. Se agregd
nuevemente medio de mantenimiento para obtener la segundia

cosecha nue se reslizd 18 horss después.

Los liouidos oue se cosechsron se ajustaron s un pH de 7.6
2 7.8, se centrifugaron en refrigeracidn y se tomsron tres
elicuotss de ceds uno pare las oruebas de titulacidn, oure-
za e inocuided. Finalmente las muestrss se congelsron a
-10%¢.

Pera la titulacidn de virus se reslizaron diluciones logs -
ritmicas serisdas, inoculando a camedes de ratones lactan -
tes (8 ratones por csm=da) cepa C.F.W. de no mas de tres
d{as de edad por via intracerebtrsl y con una dosis de 0.02-
ml. Se observaron dursnte 14 diss descsrtando los oue murie
ron las primerss 24 horas posteriores a la inoculacidn (2,-
10).

El cdlculo del t{tulo del virus se reslizd vor el método de
Reed y Muench, expreséndolo como Dosis Letal Retdn Lactente
50% por mililitro (DLRL 50%/ml) (5,8).

Le determinecidn de inocuidad se deserrolld en ratones de
1la ceps C.F.W. de 18 a2 22 g de peso a los cueles se les ino
culd 0,5 ml de la muestre vor via intraperitonesl (10 rato-

nes por cads muestra) y se observaron dursnte 14 dfes.

Para la prueba de pureza se sembrd 1 ml de la muestrs en
cads uno de los medios sélidos como Mc. Conkey, Vogel y

Johnson, verde brillsnte, triptic=sa de soya, dextrosa Sa -
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bouraud y en medios lfouidos como crldos de tioglicolato y
dextrosa Sabouraud. S6lo los medios de dextrosa Saboursud

se mentuvieron a temperaturs smbiente (22°C a 2500) durante
14 dfas y los demds se incubaron 10 dias s 37°C observendo-

se diari=mente.
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RESULTADOS
A) Los titulos virales obtenidos en los ties tipos de culti

vos celulares, infectados con la cepa TC-83 del virus de la

Encefalitis Equina Venezolena, se expresan en el Cuadro 1.

CUADRO 1

TITULOS VIRALES®

PRIMERA SEGUJIDA
CULTIVO COSECHA COSECHA
CELULAR |
¥ UESTRA IiUE ‘TRA T
1 2 3 PROLEDIO|™ 71 5 3 :ROMJDfLH

C.C.F.| 8,2 | 7.9 | 8.3 8.1 Te3 | 7T | 7.3 Tat,

BHK-21| 8,5 | 8.3 S.Iit 8.3 8.0 | 8.4 | 8.2 2.2

PK-15 5.0 4¢1 402 4-4 6-2 508 509 50?

+ La expresidn estd dsda en exponencial de base 10 e indica.
la dosis letsl ratén lesctante 507 por mililitro (DL2L 5C/-
ml).

2.2.Fe= corezdn de cuye fetal

SHK-?1= rifién de hamster lactrnte, clona 21

T'{-1%= risién de cerdo, clona 15
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B) Las diferencies de los promedios, de lz primers y segun-—

da cosechs de los titulos virsles obtenidos en los cultivos

celulares, infectados con la cepa TC=-83 del virus de la

E.E.V. se expresan en el Cuadro 2.

CUADRO 2

PROMEDIOS DE LOS
TITULOS VIRALES'

CULTIVO PROMEDIO PROMEDIO PROMEDIO

‘CELULAR PRIMERA SEGUNDA PINAL
COSECHA COSECHA

C. C. F. 8.1 T4 T.7

BHK—21 803 8'2 802

PK-15 404 5'9 5.1

-

+ La expresidén ests dada en exponencisl de bese 10 e indica
la dosis letal retén lactante 50% por mililitro (DLRL 50%/-
ml).

C.C.F.= corazdn de cuye fetal

BHK-?1= rifion de hamster lactante, clona 21

PK-15= rifién de cerdo, clona 15
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C) Los enimales utilizedos pare determinar la inocuidad de
las cosechas virales, no mostraron signos adversos locales
ni sistémicos durante el tiempo de observacién. Por lo oue

se considerd satisfactoria.

D) En los medios bacterioldgicos empleados vers la deteccidn
de conteminantes aerobios y snaerobios no se observé creci -

miento alguno durente el veriodo de pruebe.
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DISCUSION

Los promedios de los titulos virales de la primera cosecha
de C.C.F. y BHK-21 son muy semejsntes (8.1 y 8.3 respectiva

mente) mientras cue el de células PK-15 es menor (4.4).

Los promedios de las segundas cosechas varian de los prome-
dios de las primerss en los cultivos de C.C.F. (de 8.1 a
7.4) y en PE-15 (de 4.4 a 5.9) pero no en BHK-21 (de 8.3 a
8.2), porque las célules BHK-21 mostraron mayor viabilidad
por el menor efecto citopdtico, lo aue favorecidé la replica
cidn del virus (16); la segunda cosecha del cultivo BHK-21
muestra titulos virales cue se mentienen similares con su

primera cosecha.

En los promedios de las dos cosechas del cultivo primario
de célulss de corazdén de cuye fetal el valor mas alto estd
en l2 primera cosecha. Esto probablemente se deba a aue el
efecto citopatogénico impide en cosechas subsecuentes titu-
los virsles superiores (estss células mosiraron el mayor
efecto citopatogénico en compzracidén con los otros dos cul-

tivos celulares).

En los promedios de las células PK-15 se observa una dife -
rencia significativa: el velor promedio de la primera cose=-
cha (4.4) es menor en relacidén =l valor promedio de la se -
gunda cosecha (5.9). Es factible rue estes células el tiem-
po 6ptimo par-~ rerlizar las dos cosechas sees diferente al

marcoado por el protocolo empleado. A diferencia, los dos

cultivos (C.C.F. y BHK-21) obtuvieron mejores resultsdos en

su primera cosecha.
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Cuando se comperan los resultados del "promedio final" se
infiere que en BHK-21 el valor es el mds slto 8.2, mientras
aue en C.C,F. es de T.T y ;n PE-15 es 5.1; ademds muestra
diferencies significativas de -0.5 para Z.C.F. y de ~3.1
para PE-15, considersndo la expresidn log-ritmica de bese
diez; importente cuesndo se habla de productividad en lz ela

boracidn de un bioldgico.

Se sugiere realizar pruebas de inmunogenicid~d en snimeles

para recomendar la elaboracidn de la v~cuna contrs la Ence-
falitis Zquina Venezolana cepa TC-83 en el cultivo de linea
BHK-21, aprovechando las ventajas relacionadas con ls mayor

productividad oue esto ofrece.

El virus vacunal cepa TC-83 inoculedo en los cultivos conti
nuos (BHK-21 y PK-15) comservd su inocuidad y puede utili -

gorse sin ningun riesgo.
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