METODOS in vitro PARA TITULACION DEL VIRUS DE ENCEFALITIS
EQUINA DE VENEZUELA

Resumen

M.V.Z. DIODORO BATALLA C.!
M.V.Z. ALEJANDRO DiAZ GONZALEZ
M.V.Z. NADIA MANCISIDOR A.’

Se describen diferentes métodos in vitro para aislamiento y titulacion de virus de la Encefalitis
Equina de Venezuela (EEV), empleando la misma linea de células en cada uno y se comparan
estadisticamente los titulos obtemdos entre si y con el método in vivo.

Uno de los métodos in vitro, consiste en la observacion al microscopio del efecto citopatogénico
que el virus de la E.E.V., produce en las células cultivadas adicionando medios liquidos como nu-
trientes; y el otro, en la observacién de la formacion de placas, al cultivar las células en un medio

gelificado.

No se encontraron diferencias estadisticas (P < 0.05) entre los titulos de los métodos in vitro y se
observaron titulos superiores al método in vivo con diferencias altamente significativas (P < 0.01).

Existen diferentes métodos para el aisla-
miento y titulacién de los arbovirus, los cua-
les se dividen en 2 grandes grupos: aquel en
el que se emplean animales de laboratorio
usando diferentes vias de inoculacion (Méto-
dos in vivo) y en los que se usan cultivos de
diferentes tejidos de animales y humanos (Mé-
todos in vitro), para lo cual se emplean un
gran namero de lineas celulares y técnicas
de cultivo a diferentes escalas (Klein, Mah-
landt y Lincoln, 1971; Hearn, Seliokas y An-
dersen, 1969; Stim y Handerson, 1969).

Hoy dia los sistemas de cultivos celulares
se estan utilizando con mayor frecuencia que
los métodos en los cuales se usan animales;
esto es debido a que en los cultivos celulares,
el virus se reproduce grandemente al encon-
trar células libres de substancias que las pro-
tejan, caso que no sucede con los animales
(H’earn et al., 1971).

En el presente trabajo se emplean dos di-
ferentes métodos in vitro para aislamiento y
titulacion de virus de Encefalitis Equina de
Venezuela (EEV), descritas por Thomas,
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1966; Tribble, 1971 y C.D.C., 1970, a y b.
Empleando la misma linea de células en cada
uno y haciendo un estudio estadistico entre la
sensibilidad de estos métodos, en compara-
cién con el de inoculacion intracerebral en
raton lactante. El disefio experimental fue un
factorial completamente al azar 7 X 3, con
7 niveles de lotes de vacuna y 3 métodos,
usando la interaccién como error.

Material y métodos

El virus empleado fue la cepa vacunal de
virus vivo modificado, usando diferentes lotes
de vacuna producida en el Instituto Nacio-
nal de Investigaciones Pecuarias (INIP).

Para el método in vivo se hicieron dilu-
ciones decuples del virus, inyectando por via
intracerebral 0.02 ml a ratones lactantes de 3
dias de edad, utilizando una carnada para
cada dilucidn y asi calcular posteriormente,
la dosis letal 50% por el método de Reed
and Muench (1938).

Las técnicas in vitro para titulacion de las
vacunas fueron: la produccion del efecto Cito-
patogénico y la formacién de placas en mo-
noestrato.

Las células empleadas en ambas técnicas
fue la linea celular Vero de rifion de mono
verde del Africa.

Se prepararon tubos y botellas con células
de 72 a 96 horas de edad, para lo cual el
primer paso fue la tripsinizacién de dichas
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células, para su desprendimiento de la pared
de la botella. Una vez tripsinizadas, se pasan
por una jeringa con aguja No. 26 para lo-
grar una completa dispersion de las células.

La siembra se efectu6é depositando 200,000
células en cada tubo y 1 millén por bote-
lla, agregando el medio descrito en el cuadro
No. 1.

Cuando los tubos y las botellas presentaron
un monoestrato celular completo, se procedid
a la infeccién con diferentes diluciones de los
lotes de vacuna, inoculando 1 ml de cada una
de las diluciones a 5 tubos y 2 botellas, agre-
gando el medio de cultivo descrito en el cua-
dro No. 1.

CUADRO 1

Medios de cultivo que se emplean para el
crecimiento e infeccion de las células
con virus de E.E.V.

Medio de Crecimiento empleado para Células
VERO, en la prueba de tubo.

Medio Eagle pH-7.2

Suero Fetal Bovino 10%

Aminodcidos no Esenciales 1%
Medio para infectar las Células VERO con Virus
E.E.V.

Medio Eagle pH-7.7

Albdmina Bovina Fraccion V 0.5%

Aminoacidos no Esenciales 1%

Los tubos se observaron al microscopio
cada 24 horas haciendo anotaciones del efec-
to citopatogénico, el cual se hizo apreciable a
las 48 horas, en los inoculados con diluciones
menores. La lectura se continué durante 6
dias, al final de los cuales, se calculé la dosis
infectante 50% por el método de Reed and
Muench (1938).

Las botellas infectadas se incubaron duran-
te 1 hora a 37°C.; pasado este tiempo, se les
agreg6 el primer Overlay (Cuadro No. 2) y
se incubaron en posicién invertida, es decir
con la pared que tiene el monoestrato hacia
arriba.

A las 48 horas, se efectud la tincién agre-
gando el segundo Overlay (Cuadro No. 3).
Las botellas se incuban 24 horas, y prote-
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giéndolas de la luz, se hace la lectura de cada
una de las botellas para calcular las unidades
formadoras de placas por medio de la apli-
cacién de la siguiente forma: Namero de pla-
cas por el reciproco de la dilucion.

CUADRO 2

Medio para infectar las células en la
prueba de placas

Primer Overlay

Solucién |

Earle Bss (10 x) 19.6 ml
Agua destilada 63.0 ml
YELAH-Solucion 6.6 ml
Suero Fetal Bovino 4.0 ml
NAHCO 3 (7.5%) 6.0 ml
Penicilina 40.000 U.I
Estreptomicina 40 mg
Micostatin 20.000 U.I
Solucién 11

Agarosa 2.0 g
Agua Destilada 100.0 ml

CUADRO 3

Medio para tefiir las células en la
prueba de placas

Segundo Overlay

Solucién |

Earle Bss (10 x) 19.6 ml
Agua destilada 55.5 ml
YELAH-Solucion 6.6 ml
Suero Fetal Bovino 4.0 ml
NAHCO 3 (7.5%) 6.0 ml
Penicilina 40.000 U.I
Estreptomicina 40 mg
Micostatin 20.000 U.I
Rojo Neutro (0.1%) 7.5 ml
Solucién 11

Noble Agar 2.0 g
Agua Destilada 100.0 ml
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CUADRO 4

Titulos de virus obtenidos en lotes de vacuna contra E.E.V., empleando
diferentes métodos, expresados en logaritmos

Ratén Efecto Citopatogénico Produccién de

Lactante DL en Células Vero DL Placas

Lote No. 50% 50% UFP
1 5 6.3 6.6
2 5 7.3 6.1
3 51 6.3 5.7
4 4.2 5.9 5.6
5 6.2 6.2 6.7
6 5 6.1 6.6
7 6.2 55 6.2

X 5.24 6.22 6.21

Resultados Sunrmary

Como puede observarse en el cuadro No. 4,
los titulos encontrados en cada uno de los lotes
de vecuna son similares, cuando empleamos
las técnicas in vitro, siendo a su vez supe-
riores en mas o menos un logaritmo, en re-
lacién con la técnica in vivo, a excepcion del
lote No. 2 que fue superior en un logaritmo
mediante la técnica de la observacion del
efecto citopatogénico que con la produccion
de placas, y en 2 logaritmos a la de inocula-
cion en ratones.

Discusiones y conclusiones

Los métodos in vitro fueron mas sensibles
que el método in vivo, lo que concuerda con
lo descrito por Hearn et al. (1971).

Las células VERO se pueden emplear con
excelentes resultados, debido a su largo perio-
do de viabilidad y a su alta susceptibilidad al
virus de la Encefalitis Equina de Venezuela.

En el analisis estadistico empleando la prue-
ba de Duncan para comparar los diferentes
métodos, no se encontré diferencia estadistica
(P < 0.05), entre los titulos de los métodos
in vitro siendo superiores a los observados en
el método in vivo, con diferencia altamente
significativa (P < 0.01).
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The tissue culture systems for isolation
and titration of viruses, are taking a big
advantage than the inoculation of laboratory
animal methods.

That is probably due that the viruses
attack cells free of protective substances
and they can easily reproduce themselves;
this do not happens when the animals are
alive.

In this work we describe two different
tissue culture systems for isolation and titra-
tion of Venezuelan Equine Encephalomielitis
Virus, and the results are compared with the
method of inoculation in mice.

One of the tissue culture methods is the
citopathogenic effect observation and the
other is the plaque test.

We did not obtain diferences (P<0.05)
betwen the titres of the two tissue culture
systems; and the results give superior titres
than in the method of inoculation of mice
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