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RESlfü.EN 

GODIN~Z VA~r;t;~6, SERGIO Rü'5ENDO. C,')ffi!)P.raciÓn lle lo:: t·Lul.Jf: 

vir::>le,i de lR cep~ ·rc-83 de Encefdit;is E,.,uina 1/enezr.:lm~ 

en tres cultivos celulrres (b?jo la dirr;.;-::iÓn J.e: k"'-Ll .l:'a­

tricia Noé Martinez). 

Este treb~jo se realizó en la Productora Nacion~l de Bioló­

gicos Veterinarios (PRONABIVE). Con la finalidnd de obtener 

títulos virales iguales o superiores de la cepa vacuna! 

TC-A3 de EncefRlitis Equina Venezolana (E.E.V.), a.provechfl~ 

do las ventr-i.jas nue ofrecen los cultivos de línea en compFl­

raciÓn con los cultivos prim~rios. Se utilizaron tres tipos 

de cultivos celulares: el cultivo :,irimario de célul•;s de co 

razón de cu.ye fetal (que se utiliza p~ra. producir lP VMuna 

contrP E.E.V.), células de riñon de hamster lactente (DHK-. 
21) y riñon de cerdo (PK-15). Se obtuvieron dos cosechas de 

cada cultivo celular y mediante el método de Reed·y Muench 

se cálculo la Dosis Letal Ratón Lactante por mililitro (DL~ 

L-50%/ml). El t:!tulo viral mt:i.yor del prome.üo fimil fue de 

10802DLRL/ml y correspondio a les células BHK-21, lo nue s~ 

giere realizar pruebes de inmunor,enicidad en anim::!.les pi:irP. 

elaborar la VPCunR contr1:1 lR E. E. V. cepa. TC-83 en este cul­

tivo. 
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IN r.ilO.DUC~Iü!í 

L~ Encefi>litis i!:,:,uina Venr.7.cli;na \i.E. V. es un8 enfermed"d 

virPl, efectR nrin0ipAlmente? eauinos, p lo~ cuples les 

nrovoc~ incPn?cid?d zootecnic!" y muerte (80f, i:>l 90f,) (7,22). 

Los -primeros brotes se reconocieron en Colombifl en 1935, de 

ah! se difundió P Venezuela donde orovoéó una enizootiP gr~ 

ve en cabellos y mulAs, posteriormente se nresentó en otrAs 

regiones de Sudemérica lBrRsil, Ecuador y lP isle de la Tri 

nid?d), Centroemérici:>. (Pflnrmá, Costp RicP, Nicrra.guP, El· 

SplvPdor y Gu?temAle), México y Estedos Unidos de Nortee.T-é­

rica., produciendo brotes severos (1,11,15,?l,??). En México 

se conoce lP presenci?. del virus de le E.E.V. desde 1962~ 

cu~ndo se encontraron Anticuerpos inhibidores de la hemo 

RglutinPciÓn en sueros de hum.pnos de le región de Chrun~otón, 

Cpm-peche (22). 

El virus de lP E.E.V. pertenece a lA f~milia TogPvirid~e, 

género Alfa.virus (grupo ''A" de los Arbovirus) (7,13,17,19,­

~l}, mi~e de 60 a 80 nanómetros (nm} de diÁmetro, esta con~ 

tituido por una c~pside de simetría icosaédricfl rodePda de 

un!'! envoltura lÍpida,. e.l genoma. es una moléculP de ácido ri 

bonucle!co de.filamento único, se renlicP en el citonlPsmr 

de lPs células y P.dnuiere su envolturP Al sPlir de les mis­

me.s Ptraves,;;ndo lP membrimP cito'J)lasm:;tice, produce efecto 

citonPtico en cultivos celulnres (eunnue en c&lulae- demos­

auitos no se hA presentJ">dO efecto citon!>togénico) irn in::oct! 

v::, con c?lor y solv~ntes de lÍpidos. La hemoaglutinina es 

un componente inmunológico en lA 3unerficie del virus (6). 



- 3 -

.'.:,!a~" el virus de 18 E.E.V. se replic;:, en cultivos ci:>­

lulores primr.rio::i como la.e;; célula,3 de cor8zÓn de cuye t·etr,1 

(C.C.P.) (6) y en cultivo;:; continuos o .. ~e línea, t,,1es c0ruo 

célulPs de riñón :le hamster l;:,ctr.ante BHK-21 (l?,13,ló,:'0,­

..,2,24), céluli:;s de riñón de cerdo :i:'K-15 (1)), célul0:: de ri 

ñÓn de mono verde VERO (12,13,19,27), célulRs de c~rcinomA 

de cervix hum,:,no HeLa. (20 1 22) y células de macrÓ",,.,gos de ra 

tón BW-J-M (14). 

Infecte a vertebrados y a.rtrópodos (1,9,13,18,22). ,e reco­

no0en dos ciclo~ biológicos en la n?turrlezB, el ciclo en -

zoodémico entre penueños ma.inÍferos y mosoui tos, !'! fectPndo 

ocasionr->lrnente al hombre y n los eouinos; .Y el ciclo epizo~ 

Jémico nue se m?nifiest:=1, con brotes severos, tanto en h~·,u3-

nos como en eouinos ( 13, 22). Los princip?les trensmisore::, 

biológicos son los mosauitos de los géneros Aedes, Culex y 

AnÓpheles (1,7,18,?4,26), se ;;ospech'.1 de :nosc?s hemetófa.gas 

de los géneros 'rPbanus, Chrysens y Entomoxys, nue actu::in co 

mo vectores méc,:,nicos en epizootia.s (22), 

Los roedores y aves migr8.torias juegr-n u.~ P"pel importante 

en el ciclo del virus de la E.E.V. como reservorios (26). 

Como el virus se encuentra en nPriz,.ojos, boce, orina y le 

che en anim;:,les infectados no :=ie descarte la tri>nsmisión 

por contacto directo (1,15). 

\O l Pi=>ra el control de la Encefalitis gouin1> Venezoli=infl se ·tie­

, __ ,/ ne nue combatir P los trensmisores biológicos o Prevenir la 

enfermedad por medio de w·cuna:-:i ( 3). Lfl vacunfl más conocidfl 

es la elabor::ida con lP cepa "TC-83" !'lislP.d? del cerebro de 

un burro infectPdo durr>nte un brote en 1,:, isla de lR. 'frini­

d::id en 1943 (22,25); e!3tP cenP ofrece un P.xtenso m::irgen de 
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seguridRd ( 4) pues la vire:nia eme "9rovoce en el enimal es 

inc81>az de infectar P los mosouitos y a la. fecha no se ha 

demostrRdo reversión R lR pi>togenicidPd (22), 

ParR el PislP.miento del virus de la E.E.V. es conveniente 

utilizl'lr embrione;3 de nollo y ?nim?les P.lt?mente sucepti 

bles (cuyos, hemster, ratón suizo, pollos de un día de n~c! 

dos), Psi como lAs líneas celulares continmi.s en las cuales 

los efectos citopáticos son con frecuencia incompletos y 

bnstante insatisfl'lctorios (13,22), 

En México para 11:1 elPborP.ciÓn de la VRcuna contra la E,E,V., 

con la. ce1>a TC-83, se utiliza. el cultivo primPrio de corezón 

de cuye fetl'll, b va.cuna a.sí elJ:1bor,:idp ha brindedo une inmu 

nidP..d sólida y duraderR (1). Sin embRrgo, desde el punto de 

vist,:i del productor de biológicos se sabe oue un cultivo 

primR.rio tiene un crecimiento además de difícil limi tedo 

"in !ll!:2," (de cinco a diez divisiones). En c,:,mbio los cul­

tivos celulAres de línea son c:>nnces de pro-pagarse "in vi -

tro" indefinidamente l)or medio de subcultivos de las célu -

las a interve.los regulr>res (13, 23), TEtmbién· conservJ:1n su 

ViP.bilidP.d por muchos a:1os si se PlmP.cenen '3 bRjRs tempera­

turRs (12). 

El virus de la. E.E.V. se replicl'I en cultivos celuli>res de 

línea y 10. producción de lR vPcuna se re,üiza en cultivo 

·¡ celuli:i.r -orimRrio de corazón de cuye ,.etol con lP cer.m '.l'C-83, 

utilizRndo lRs ventRjes nue o·recen los cultivos de lÍne1:1 

en comnaración con el cultivo pri~nrio de corezón de cuye 

fet1:11, se infectaran con 11" mism"' cell~ vi>cunr:>l lo-, cultivos 
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BHIC-?l y PK-15 esperando cosechar fluidos con títulos vira­

les iguales o superiores oue en el cultiv.o -prim~rio. 
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MA·rERIAL y ME'rOOOS 

Se utilizPron cinco cuyes hembras (albinos reza HPrtley) en 

el Último tercio de lA gestP.ción, :3e s::i.crificflron per1:1 ex -

tr1:1er estérilmente los cora.zones de los fetos; posteriorme~ 

te se realizó el cultivo prima.rio de las chulas de corazón 

de cuye fetal utilizando el medio de crecimiento Eegle con 

un 1~ de suero feta.l de ternera. Al formarse el monoestra­

to se procedió A reelizar tres pAses de las células y se in 

fectaron con la semilla. de la cepa TC-83 de E.E.V., de a -

cuerdo al protocolo de producción, prol)ieda.d de la. Product~ 

ra Nacional de Biológicos VeterinP.rios ( PRONABIVE). 

Paralelemente,se sembraron botella3 con células BHK-21 con 

medio de crecimiento BHK con 101' de suero fetal de ternera 

y células PK-15 con medio de crecimiento Eagle (101' de sue­

ro fetPl de ternera). CUP.ndo se form6 er monoestrato celu -

lar de los cultivos celulares continuos también se inoculA­

ron con lP. cepa. TC-83. 

Los tres tipos de cultivos celulAres se incubAron a 37°c d~ 

r~nte una hora y media, después se desechó el inóculo y se 

PgregÓ medio de mentenimiento E::,.gle (con 0.5% de solución 

de ~lbwnina bovinA B.s.A. Al 12.~) A. las célulA.s de corP.. -

zón de cuye fetPl y PK-15 y medio de mantenimiento BHK (0.5% 

B.">.A. al 1~.5%) a les célula.e BHK-:?1¡ Pña.diendo PntibiÓtico 

( penicilina., estreptomicina y kPnAI11icim1) y fungicida ( anf~ 

tericina B) e incubándolos a 34°c hAstP la cosecha. 

La ~rimerA cosecha-del viru.s se realizó al observar en los 

cultivos celulares el efecto citopético (formación de célu-
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l?.s gigE1ntes multinuclePd?.s y desprendimiento celuler) 

~Proximad?.mente?. las 30 horas ~osinoculPción. Se agregó 

nuev?.mente medio de m?.ntenimiento p~ra obtener l?. segunda 

cosecha oue se reelizÓ 18 hores después. 

Los lÍouidos oue se cosecheron se ajustaron El un l)H de 7. 6 

P 7.8, se centrifugaron en refrigeración y se tom~ron tres 

alícuotas de CPde 1mo pare b.s nruebf!s de titulación, uure­

Zfl e inocuidad. Fimilmente li:is muestras se congelPron a 

-1oºc. 

Pera la. titulAciÓn de virus se rePlizeron diluciones logr­

rítmicas seriAdas, inociu.1:1ndo a. c::imRde.s de ri:itones lactfln -

tes (8 ratones por cPmflde) cepa C.F.W. de no més de tres 

dÍfl.s de edad por vía intracerebral y con una dosis de 0.02-

ml. Se observa.ron durante 14 dÍss descartando los oue murie -
ron les primeras 24 horas posteriores a. la inoculación ( 2, -

10). 

El cálculo del t!tulo del virus se realizó Por el método de 

Reed y Muench, e~preséndolo como Dosis Letal RP.tÓn LPctP.nte 

50)b por mililitro (DLRL 5~/ml) (5,8). 

L1:1 determinación de inocuidad se desarrolló en ratones de . . 

b ce-pe C.F.W. de 18 e 22 g de peso. a lo.s CUPles se les in~ 

culó o. 5 ml de la m1.1.estre. por VÍ.P intrRPeri toneel ( 10 rato­

nes por CfldP muestra) y se observaron durente 14 d!as. 

P~ra la. pruebe de pu.reza se sembró 1 ml de le muestrs en 

cada uno de los medios sólidos como Me. Conkey, Vogel y 

Johnson, verde brillante, tri~tic~sa de soya, dextrosa Sa -
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bouraud y en medios l!nuidos'como CFoldos de tioglicolato y 

dextrosa Sabouraud. S6lo los medios de dextros~ Sabouraud 

se mantuvieron a temperatura. ambiente ( 22°c a 25°c) durante 

14 días y los demás se incuba.ron 10 días a 37°c observendo­

se dia.rü,mente. 
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RESULTADOS 

A) Los títulos virales obtenidos en los t~es tipos de culti 

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

Encefalitis Equina Venezolana, se expresan en el Cuadro l. 

CUADRO 1 

TITULOS VIRALES+ 

PRIMERA SEGUJDA 
~ULTIVO COSECHA C o ~ E C H A 
CELULAR 

lf:UESTRA ¡;¡t,E iTRA ··,Ro .. ~:J~I' 1 
1 2 PRO!.'IEDIO 1 2 1 

.t ¡,.l.:,' ' .• ' 
3 

C~C.F., 8.2 7.9 8.3 8.1 7.3 1.1 7.3 7. ~. 

BHK-21 8.5 8.3 8.1 8.3 a.o 8.4 a.~ e.2 

FK-15 5.0 4.1 4.2 4.4 6.2 5.8 5.9 5.'.) 

+ L?. exr;resión está dp.da. en exponencial de base 10 e indica 

la dosis letal ratón l0ctante 50'; por mHilitro (DLJL 5c:'/­

ml). 

·: .~.F.= corezón de cuye fetal 

JHK-?l: riñ6n de h~mster lact~nte, clona 21 

rx-~5~ ridÓn de cerdo, clona 15 

--

1 
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B) LRs diferenci?s de los promedios, de la primer?. y segun­

da cosech~ de los títulos virRles obtenidos en los cultivos 

celulares, infect~dos con la cep~ TC-83 del virus de la 

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

CULTIVO 
ºCELULAR 

C. C. F. 

BHK-21 

PK-15 

CUADRO 2 

PROMEDIOS DE LOS 

TITULOS VIRALES+ 

PROMEDIO PROMEDIO 
PRIMERA· SEGUNDA 
CO:.:iEGHA COSECHA 

8.1 7.4 

8.3 8.2 

4.4 5.9 

PROMEDIO 

FINAL 

7.7 

8.2 

5.1 

~ 

+ La expresi6n esté. dada en exponencial de bP.se 10 e indica 

la dosis let1:1l rP.t6n la.ctf.!nte 5°" por mililitro (DLRL 5°"/­
ml). 

c.c.F.= corazón de cuye fetal 

BHK-~l= riñón de hamster lactante, clan~ 21 

PK-15= riñ6n de cerdo, clona. 15 
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C) Los enimales utilize.dos para determinar lei. inocuidad de 

las cosechas vira.les, no mostrpron signos adversos locales 

ni sistémicos durante el tiempo de observa.ci6n. Por lo oue 

se consider6 satisfactoria. 

D) En los medios bP.cteriol6gicos em1;>leados ne.re la detecci6n 

de conteminantes aerobios y anaerobios no se observ6 crecí -

miento alguno durente el período de pruebe. 



- 12 -

DISCUSION 

Los promedios de los títulos virales de 1R primera cosecha 

de C.C.P. y BHK-21 son muy semejAntes (8.1 y 8.3 respectiv~ 

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

Los promedios de las segundas cosechas varían de los prome­

dios de las primeras en los cultivos de c.c • .F. (de 8.1 a 

7.4) y en PK-15 (de 4.4 a 5.9) pero no en BHK-21 (de 8.3 a 

8.2), porque las células BHK-21 mostraron mayor viabilidad 

por el menor efecto citopático, lo aue favoreci6 la replic! 

ción del virus (16); la segunda cosecha del cultivo BHK-21 

muestre títulos virales oue se mantienen similares con su 

primera cosecha. 

En los promedios de la.s dos cosechas del cultivo primario 

de células de corazón de cuye fetal el valor más alto está 

en le primera coseche.. Esto probablemente se deba a aue el 

efeqto citope.togénico impide en cosechas sabsecuentes títu­

los viri>les superiores ( estas células mos i .~a.ron el mayor 

efecto citopatogénico en com-pera.ci6n con los otros dos cul­

tivos celulares). 

En los promedios de las células PK-15 se observa una dife -

rencia significativa: el VPlor promedio de la primera cose­

cha. (4.4) es menor en relación ~1 valor promedio de la ::ie -

gun.da cosechfl. ( 5.9). Es factible r,ue estes células el tiem­

po Óptimo -par~ rePlizar las dos cosechas sea diferente al 

marc::>do por el protocolo empleado. A diferencia, los dos 

cultivos (C.C.F. y BHK-21} obtuvieron mejores result::>dos en 

su primera cosecha .• 
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Cuando se compPran los resultados del "promedio final" se 

infiere que en BHK-21 el valor es el más a.lto 8.2, mientras . 
aue en C.O.F. es de 7.7 y en PK-15 es 5.1; además muestra 

diferencies significativas de -0.5 para J.C.F. y de -3.l 

para PK-15, considerendo la expresión log~rítmica de bP.se 

diez; importante cuendo se hsbla de productividad en le ela 

boreción de un biológico. 

Se sugiere realizar pruebas de inmunogenicidPd en ani111Rles 

pP.l'R recomendar la elaboración de la VPcuna contrP la Ence­

falitis Equina Venezolana cepa Ta-83 en el cultivo de línea 

BHK-21, aprovechando las ventejaa relacionadas con le mayor 

productividad oue esto ofrece. 

Bl virus vacunal cepa Ta-83 inoculado en los cultivos cont! 

nuos (BHK-21 y PK-15) conservó su inocuidad y puede utili -

serse sin ningan riesgo. 

' 
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