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En el presente trabajo se estudia el crecimiento del virus de cncefalitis
eqitina venezolana (EEV) en cultivo de fibroblasto de pollo en capa monoce-
lular. La eleccion del fibroblasto se debe a que ofrece dos ventajas: facilidad
de ubtencion y propagacion rapida del virus con efectos citopatogénicos netos
antes de las 40 horas.

El estudio se aplicod al desarrolio del virus extra ¢ intracelular y el creci-
micnto del mismo fué seguido a traves del efecto citopatogénico producido en
los cultivos.

MATERIAL Y METODOS

Virus, — Sc utilizo la cepa de virus (EEV) aislada en este Instituto.
Se partio de una suspension al 20 por ciento de cerebro de ratén blanco in-
fectado y se efectuaron tres pasajes en fibroblastos. El sobrenadante del ulti-
no pasaje se recogio 40 horas desputs del indculo para conservarlo a 70
orados bajo cero. Previamente se lo titulo en cultivos de fibroblasto por in-
oculacion en diluciones decimales de | en 5 con respecto al medio usandose 0,2
miligrames de la suspension y 0,8 ml de medio de cultivo, utilizando 4 tubos
por dilucion. El titulo de este indculo original fué de 10—, El titulo se ex-
preso como log. D5, €. T. calculado por el método de Reed y Muench.

Culiivos de tejido. — Los fibroblastes proceden de embriones enteros
gue fueron preparados segln la téenica de Dulbecco, con la sola variante
que la trituracion de los embriones se realizd en presencia de tripsina, elinii-
nandose fa incubacion a 377 C, modificacion que acorla la duracion del pro-
cedimiento.

Medio nutritivo. — Las curvas de crecimiento se llevan a cabo-en un
medio constituido por: solucion de Hanks 97 ml, sucro de ovino 2 mi, hidro-
lizado de Jacto albiumina al 5 por ciento 10 ml, extracto embrionario 10 ml,
bicarbonato de sodio al 1.5 por ciento 3 mi, glucosa al 10 por ciento 1 ml,
penicilina 25.000 U por ml, estreptomicina 0,5 mg, por ml y micostatin 1 mg
par ml. :

Se estudiaron dos tipos de curvas: a) con pequeio indculo y by con
indculo masivo.

a) Desarrollo viral por pequeiio inoculo.

Se dispuso de 80 tubos de fibroblastos de 24 horas. Los tubos, previo
reemplazo del liquido de cultivo por medio fresco fueron inoculados con la

(1) Resumen de un trabajo cuvo texto completo e ilustraciones se publicara en
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Becaria del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas. El tema fue
sugerido por la doctora Eugenia Sacerdote de Lustig.
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suspension antes mencionada de virus diluida 10—® en Hanks. EI virus se
mantuvo en contacto con las células, no cambiandose el medio en el curso
de esta primera experiencia. La cantidad de virus en el medio es facilmente
estimada en distintos tiempos por repetidos muestreos en el fluido extracelu-
lar. Para ello se dispuso de 4 tubos para cada muestra, recogi¢ndose los flui-
dos por una parte y por otra se lavé dos veces las células con P.B.S. (solu-
cidn salina de fosfato buffer), se afiadio 1 ml de medio fresco y se guardo
a 70° C bajo cero hasta el momento de titularlos. La ruptura de las células
se cfectud por congelamiento y descongelamiento sucesivo, repetidos 4 veees.

b) Desarrollo viral por indculo masivo.

Los cultivos de fibroblastos (90 tubos) se infectaron con la misma sus-
pension de virus diluidos 10— y 10—2 en dos experiencias sucesivas. Des-
pués de una hora a 37° C en estufa se quitd el liquido infectante, se lavd dos
veces con Hanks y se agregd el inoculo. El muestreo se realizd a partir de las
4 horas de inoculacion, destindndose 4 tubos para cada muestra. Se realizd
un “pool” con esos liquidos conservindolos a 70° C bajo cero. las ctlulas,
después de lavadas dos veces con P.B.S5. se les agregd 1 ml de medio con-
servandolas también a 70° C bajo cero hasta el momento de su utilizacion.
En este caso la ruptura de fa célula se realizd por vibracién ultrasonica (1).
Se trabajd a 9.000 kilociclos por minuto durante 107 para cada muestra; sepa-
rando por centrifupacion los sobrenadantes destinados a las titulaciones del
virus celular.

Las vibraciones ultrasdnicas producen una fragmentacion de las células
suspendidas, sin reducir la infectividad.

RESULTADOS

Hemos observado que cuando se trabajd con inoculaciones pequeiias
de virus, al cabo de una hora todo el virus fué absorbido por las células, no
detectandose virus infeccioso ni en las células ni en el fluido. Después de esta
fase eclipse comienza a aumentar en ¢l fluido el virus liberado en una forma
exponencial mas bien que lineal. La primera aparicion de virus comienza a
las 6 horas 30 minutos y continda aumentando hasta las 26 horas, tiempo
en que se alcanza un valor méaximo, estacionario durante 5 horas. La expe-
riencia no contintia, pues entonces comienza a producirse la destruccion de
las células, pudiendo confundirse en estas condiciones el virus liberado es-
pontaneamente por maduracion con ¢l liberado por la ruplura mecanica. No
se encontrd virus intracelular en ninglin momento de csta experiencia.

Se descarté la posibilidad de una inactivacion por sucesivos congelamien-
tos y descongelamientos, ya que la misma téenica se aplicéd al virus extrace-
lular, no observandose en este Gltimo caso ninguna diferencia significativa
en el titulo. l

En cuanto a las inoculaciones masivas sc observd: que el virus intra-
cglular no pudo detectarse en las 5 primeras horas que siguieron a la infec-
cién a pesar del gran indculo utilizado en las dos cxperiencias realizadas.
Si observamos las figuras 2 y 3 notaremos en ambos un aumento exponencial
en los liquidos de cultivo a partir de las 5 horas de infeccion, alcanzando a
las 30 horas valores méaximos de 10" y 10=1¢ yespectivamente. En las cé-
lulas Ja fase eclipse dura de 6 a & horas, apareciendo entonces la primera
progenie viral, que aumenta también en forma exponencial, pero con titules
mucho menores que los del virus extracelular.
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) t?) Ag}adecemos_:}l doctor Bachman, de la Academia Nacional de Medicina, su
gentileza por haber facilitado el aparato de vibracidn ultrasénico.
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