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SUSCEPTIBILIDAD DE CINCO LINEAS CELULARES ESTABLES
AL VIRUS DE SEUDORRABIA

Susceptibility of five stable lines cells to pseudorabies virus

RESUMEN

Para aislar el virus de seudorrabia, son requeridas monocapas
celulares sensibles. En el presente trabajo se utilizaron 5
lineas celulares estables PK-15 (rifion porcino), MDBK (rifién
bovino Madin Darb), BT (cornete bovino), RK (rifién de conejo)
y VERO (rifén de mono verde africano), para evaluar su
susceptibilidad al virus de seudorrabia, inoculados con
diferentes cepas de campo. En todas las lineas celulares hubo
replicacién viral, sin embargo, las lineas PK-15 y VERO
demostraron mayor susceptibilidad al virus, apareciendo el
efecto citopatogénico (ECP) en un tiempo mds corto en las
células VERO entre 24 y 48 horas post-inoculacién. Siendo
esta linea menos exigente para su mantenimiento en el
laboratorio y presentdndose un buen ECP, se sugiere su uso
para la multiplicacién del virus de la seudorrabia.

Palabras clave: Seudorrabia, lineas celulares estables, efecto
citopatogénico.

ABSTRACT

Susceptible cell monolayers are required to isolate the
pseudorabies virus (PRV). In the present work, five stable
celular monolayers such as PK-15 (Porcine Kidney), MDBK
(Madin Darb Bovine Kidney), BT (Bovine Turbinate), RK
(Rabbit Kidney) and Vero (African Green Monkey Kidney) were
utilized in order to evaluate their susceptibility to the several
pseudorabies virus (PRV) strains from the field. In all
monolayers there was viral growth; however, PK-15 and Vero
lines demostrated higher susceptibility to the virus, appearing
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the phatogenic effect at a short time in Vero between 24-48
hours post-inoculation, being this line (Vero) with less
demanding for its maintenance in the laboratory and showing a
good pathogenic effect, their use for the multiplication of the
PRV is suggested.

Key words: Pseudorabies, stable lines celis, citopathogenic
effect.

INTRODUCCION

La seudorrabia es una enfermedad infecciosa del cerdo
cuyo agente causal es el Herpesvirus suis |, que afecta actual-
mente al rebafo nacional, por las caracteristicas de la misma
se hace necesario profundizar los estudios de las cepas ac-
tuantes en el pais. El virus de seudorrabia (VSR) o Herpes vi-
rus suis |, se ha logrado multiplicar en cultivos primarios y en
lineas celulares estables, lo cual ha permitido incrementar el
conocimiento sobre este virus. El ciclo replicativo del mismo en
lineas celulares es corto (6-9 horas) y causa una destruccion
masiva de las células susceptibles [19], produciende un ECP
caracterizado por un redondeamiento celular y formacién de
sincitio. Dependiendo de {a cepa viral y del estado de infeccion
se pueden producir los llamados cuerpos de inclusién intranu-
cleares eosinofilicos [7].

Se han utilizado diversas lineas ceiulares para la muiti-
plicacién del VSR, entre ellas tenemos PK-15 (rifidn porcino
pase 15) [2] MDBK (rifién bovino Madin Darb) [14,18] RK (ri-
fion de conejo) [3] BLC (células pulmonares bovinas) [15] y re-
cientemente la linea KSEK6 (corteza de rifion de embridn sui-

no) [5].
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En el presente trabajo se evalud la susceptibilidad de 5
lineas celulares estables inoculadas con Herpesvirus suis | ob-
tenido de diferentes cepas de campo.

MATERIALES Y METODO

Lineas celulares

Se utilizaron 5 lineas celulares estables BT (cornete bo-
vino) cedida por el Departamento de Ciencias Veterinarias de
la Universidad de Nebraska, USA; MDBK (rifién bovino Madin
Darb) y Vero (rifion de mono verde africano) cedidas por el
Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, Brasil; PK-15 (rifidn
porcino) donada por el Instituto Nacional de Tecnologia Agro-
pecuaria, Argentina y RK (rifién de conejo) donada por Labora-
torios CALA de Venezuela.

Para la multiplicacién y crecimiento de las mismas se uti-
liz6 la metodologia descrita por Hsiung [4] con algunas modifi-
caciones. El medio de crecimiento utilizado fue Medio Minimo
Esencial (MEM) Gibco suplementado con 10% de suero fetal
bovino (Difco), 100 ng/ml de Penicilina, 40 ug/mi de Streptomi-
cina y 2.5 pg/ml de Anfotericina B. Como medio de manteni-
miento de las células se utilizd el mismo MEM sin adicién de
suero fetal bovino.

Muestras

Las muestras utilizadas correspondieron a 10 cerebros
de cerdos procedentes de granjas organizadas de diversos es-
tados(Zulia, Aragua, Cojedes, Yaracuy y Carabobo) donde se
presentaron cuadros clinicos compatibles con Seudorrabia y
con diagnéstico positivo por Inmunofluorescencia Directa (IFD)
en frotis por aposicion de tonsilas, realizado en el Instituto de
Investigaciones Veterinarias.

Inéculos

Se prepararon suspensiones de cerebro al 10% en me-
dio MEM empleandose un omni-mixer (Dupont Instrument Sor-
val) durante 5 minutos, luego fueron centrifugados a 1050g du-
rante 15 minutos a 4°C, en una centrifuga Beckman Modelo
J2-21 usando un rotor JA-20. El sobrenadante fue recogido y
se le adicioné una mezcla de penicilina/streptomicina diluida a
8000 Ul/ml en bufer fosfato salina (Phosphate - Buffered Sali-
ne) (PBS) pH 7.2 y 50 pg/ml de anfotericina B dejando actuar
los antibiéticos por 1 hora a temperatura ambiente. Los indcu-
los se conservaron a -70°C en un congelador Forma Bio-
Freezer (Form Scientific, Marietta, Ohio) hasta su uso.

Inoculacién de monocapas celulares

A las 24 ¢ 48 horas después de sembradas las células y
con una confluencia del 80 al 90%, se procedié a descartar el
sobrenadante. Las monocapas fueron lavadas dos veces con
PBS pH 7.2 Seguidamente se inocularon con las suspensio-
nes de virus, a razén de 1 ml por cada frasco de 500 ml; 0,5 ml
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en cada frasco de 250 ml y 0,2 ml en los de 50 ml de capaci-
dad. Las células inoculadas se incubaron a 37°C por 1 hora y
pasado este tiempo, se lavaron dos (2) veces con PBS pH 7.2,
finalmente se les adiciond MEM con 3% de suero fetal bovino,
llevandolas a estufa a 37°C hasta observar ECP entre 24 y 72
horas después de la inoculacion.

Coloracién de monocapas y observacién de ECP

A fin de visualizar detalles sobre las caracteristicas de
los ECP producidos por los diferentes aislados en las distintas
lineas celulares, se inocularon frascos de 50 y 250 ml de capa-
cidad y una vez producido el ECP, se retird el sobrenadante y
las células fueron tefiidas con una solucién de cristal violeta
(0,5 g cristal violeta, 20 ml alcohol absoluto, 80 ml agua desti-
lada) dejandola actuar por cinco minutos. Luego se lavaron los
frascos con abundante agua, se secaron a temperatura am-
biente y se fotografiaron con una camara adaptada a un mi-
croscopio Leitz Dialux-20, con objetivo 10 x, 25x y 40x.

Preparacién de células inoculadas con VSR para
microscopia electrénica

Se infectaron monocapas confluentes de células Vero,
sembradas en tubos Leighton con suspensiones de cerebro de
cerdo al 10% en MEM. Las células inoculadas se incubaron a
37°C por 1 hora y luego se lavaron con PBS pH 7.2, posterior-
mente se agreg6é medio MEM con 2% de suero fetal y se deja-
ron a 37°C por 20 horas. Cumplido este periodo las células
fueron fijadas con glutaraldehido al 2% (p/v) en buffer PBS pH
7.2 y mantenidas durante una noche a 4°C. Seguidamente, las
células fueron recogidas utilizando “policia de goma” (Rubber
Policeman) y lavadas 3 veces por centrifugacion a 3000 g, por
3 minutos, en buffer cacodilato. Se post-fijaron con tetréxido
de osmio al 2% (p/v) en agua durante 3 horas a 4°C, se lava-
ron 2 veces mediante centrifugacién con agua destilada, de-
jando el agua 10 minutos cada vez. El sedimento celular, bien
seco, fue resuspendido en agar al 2% (p/v) en agua y concen-
trado nuevamente por centrifugacién a 6000 g por cinco minu-
tos. Luego que el agar estaba sélido, se retiré de los tubitos de
centrifuga y la zona donde estaban incluidas las células se
corto en trocitos de 1 mm®. La deshidratacién de los trocitos y
su inclusion en Medcast Kit (Pelco) se llevé a cabo segiin los
procedimientos esténdares [9]. Los cortes finos se tifieron con
acetato de uranilo [10] al 2% (p/v) durante 4 minutos a 60°C y
con citrato de plomo durante 4 minutos a temperatura ambien-
te [13]. Los cortes se observaron al microscopio electrénico,
Philips, Modelo CM10 (Philips Analytical International Business
Center-Electron optics-Eindhoven-Holanda).

Microscopia electrénica a partir de concentraciones
de virus

Se obtuvieron suspensiones concentradas de virus, cla-
rificadas a 1090 g el sobrenadante del cultivo, que se ultracen-
trifugé sobre un colchdn de sucrosa al 40%, a 10.000 g por
4 horas a 5°C. El pellet se resuspendié en PBS pH 7.2 y man-
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FIGURA 1. EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LINEAS CELULARES INOCULADAS CON VIRUS Herpes suis |

tenido a 4°C durante una noche. Se tomaron 2 Ul de cada pitiendo este paso dos veces maés, a fin de eliminar los restos
muestra y se colocaron sobre papel parafim. Cada gota de de sucrosa que podrian interferir en la visualizacion a través
muestra se colocd en una rejilla de 1 mm. de diametro, com- del microscopio electrénico (ME). Posteriormente, fueron tefi-
puesta de cobre con una pelicula de Colodién y un bafio de das negativamente colocandolas sobre una gota de acido fos-
carbén y se dej6é durante 5 minutos. Pasado este tiempo las fotungstico (AFT) (Merck) al 2% (p/v) en agua, durante exacta-
rejillas fueron retiradas, secadas sobre papel filtro y colocadas mente un minuto. Al cabo de este tiempo se retiraron y seca-
en la misma direccién sobre una gota de agua bidestilada, re- ron, inclinandolas sobre papel filtro y fueron observadas al ME.
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2%

FIGURA 2. LINEAS CELULARES RK, VERO, PK-15, MDBK Y BT. (A) EN CONDICIONES NORMALES.
(B) CON EFECTO CITOPATOGENICO (ECP) PRODUCIDO POR EL VIRUS DE SEUDORRABIA.

RESULTADOS

El virus de seudorrabia se multiplicé en todas las lineas
celulares utilizadas e indujo una degeneracién celular, pudien-
do ser masiva o parcial, FIG. 2.

El efecto citopatogénico (ECP) producido por cada aisla-
do viral varié segun la linea celular. Las lineas epiteliales Vero
y PK-15 demostraron una mayor susceptibilidad viral, produ-
ciendo intensos ECP en un periodo de 48 horas post-inocula-
cién, ambas lineas se comportaron de manera similar, obser-
vandose en un principio un redondeamiento celular que culmi-
né con una lisis masiva, aunque en el caso de las células
Vero, siempre fue més acentuada.

Una de las caracteristicas mas frecuentes en PK-15 fue,
la aparicién de células gigantes que no fue comun en el caso
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de las Vero infectadas, FIG. 2. La diferencia observada con
ambas lineas celulares estuvo en el tiempo de producir la ma-
xima degeneracién celular con los diferentes inéculos, FIG. 1.

La linea RK, se probé para tres aislados virales, produ-
ciendo en todos los casos los mismos efectos, con formacién
de sincitio caracteristico de algunas cepas virales y que no se
observd con las lineas Vero y PK-15, FIG. 2. El efecto degene-
rativo de las células RK fue parcial y nunca antes de 96 horas
post-inoculacion.

La linea estable BT es una de las mas susceptibles al
VSR produciendo una masiva lisis celular, usualmente en las
primeras 48 horas post-inoculacién; sin embargo, no se obser-
vé el redondeamiento presente en las lineas mencionadas an-
teriormente. El efecto del virus estuvo relacionado a un des-
prendimiento extenso de la monocapa sin dar oportunidad a
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FIGURA 3. CELULAS PK-15 INFECTADAS CON VIRUS Her-
pes suis |. (A) PARTE DEL NUCLEO Y CITOPLASMA
CELULAR CONTENIENDO NUCLEOCAPSIDES EN VARIAS
ETAPAS DE FORMACION. BARRA: 50 nm. (B) MAYOR
MAGNIFICACION DE LA ZONA CENTRAL DEL NUCLEO
MOSTRADO EN (A). BARRA: 500 nm.

detallar el proceso degenerativo como tal, FIG. 2. Estas célu-
las fusiformes desarrollaron una multiplicacion lenta, permitien-
do la no acidificacién del medio de cultivo répidamente, condi-
cién que favorece el crecimiento y muitiplicacion del virus.

Los cultivos celulares de MDBK son los menos indicados
para la multiplicacién del VSR. Aln después de 96 horas post
inoculacién, el ECP fue parcial y con ninguno de los aislados
se logré un desprendimiento de la monocapa, como en los ca-
sos anteriores. La observacion de policariocitos fue comin en
estas células infectadas, FIG. 2.

Microscopia electrénica

Se confirmé la presencia de particulas virales herpes en
todas las muestras, mediante cortes de células infectadas con
VSR mediante microscopia electrénica. Se observaron gran-
des cantidades de nucleocapsides en forma de agregados o
dispersos en el nucleo celular, en diferentes estados de desa-
rrollo, FIGS. 3 y 4, con un diametro de 100 a 150 nm aproxi-
madamente. Esta acumulacién es una caracteristica tipica de
los herpesvirus donde el ensamblaje de nuevas capsides toma
lugar en el nicleo de las células infectadas.

< *

FIGURA 4. CELULAS VERO INFECTADAS CON VIRUS Her-
pes suis |. (N) PORCION DEL NUCLEO CONTENIENDO
AGREGADOS DE NUCLEOCAPSIDES. (O) REDUPLI-
CACION DE LA MEMBRANA NUCLEAR. (S) ACUMULA-
CION DE CROMATINA. BARRA: 500 nm.

Se observé préximo a la membrana nuclear (MN), acu-
mulacién de cromatina y formacién de “pat ches” (parches)
que coalescen y doblan dando la impresioén de membranas re-
duplicadas, FIG. 4. Las particulas virales observadas en el es-
pacio extracelular indican la presencia de capsides simples y
en la mayoria de los casos se pudo observar la envoltura,
FIG. 5-A.

Mediante la técnica de tincién negativa a partir de parti-
culas Herpes suis concentradas por centrifugacion, se visuali-
zaron los capsémeros dentro de los cépsides. Los mismos
presentan un diametro aproximado de 12 nm, FIGS. 5-B,5-Cy
6. En la Figura 5-D se muestra un virus con envoltura, donde
se capt6 el aspecto asimétrico del tegumento, que también es
caracteristico de los virus herpes. En ninguna muestra se ob-
servaron particulas de tipo bacteriano.

DISCUSION

Los cambios celulares producidos en cultivo “in vitro” y
los patrones citopatogénicos inducidos por el virus, se han
convertido en la base para la utilizacion de varias lineas celu-
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FIGURA 5. (A) PARTICULAS VlﬁAI:ES MADURAS EN EL ESPACIO EXTRACELULAR. BARRA: 216 nm. i
(B), (C) Y (D) TINCION NEGATIVA DE PARTICULAS DE VIRUS Herpes suis | CONCENTRADAS POR CENTRIFUGACION.

(B) Y (C) NUCLEOCAPSIDES VSR. (D) PARTICULA VIRAL CON ENVOLTURA. BARRA (B), (C) y (D): 50 nm.

e

FIGURA 6. TINCION EGATIVI_\ DE PAFiTIiCULAS VIRALE§ A PARTIR DE VIRUS CONCENTRADO. (A) NUCLEOCAPSIDE DE
VSR PURIFICADO Y TENIDO CON ACIDO FOSFOFUNGSTICO (PTA). (B) CAPSOMEROS DE CAPSIDES ROTAS.
BARRA: 80 nm.
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lares. En el presente caso se trabajo con 5 lineas celulares di-
ferentes.

La linea estable RK presentd cambios degenerativos
que coinciden con lo reportado por Kaplan y Vatteren [6], esta
I’nea ha sido utilizada recientemente por algunos investigado-
res [12]. Los aislados multiplicados en esta linea presentaron 2
tipos de ECP, el redondeamiento y la formacion de sincitio,
que segun Tokumaru [17] puede deberse a la heterogeneidad
genética de la poblacién viral.

Las lineas BT y MDBK sufren ECP masivos, iniciandose
con redondeamiento celular seguido de una destruccion com-
pleta de la monocapa, tal como fue reportado por Schreurs y
col. [16].

El ECP producido en células Vero y observadas en este
estudio, también ha sido descrito por Mukamoto y col. [11]
como una degeneracién muy caracteristica del virus herpes.

Igualmente la degeneracidn de las células PK-15 infecta-
das fue similar a la de células Vero, corroborando lo reportado
por Lomniczi y col. [8].

Christensen y col. [1] lograron demostrar que entre ce-
pas virulentas podia estar presente la caracteristica sincitial
observada en RK; no obstante, esto no se presenté en ningu-
no de los aislados analizados inciuyéndolos como cepas de
campo no formadoras de sincitio.

CONCLUSION

El VSR puede multiplicarse en todas las lineas celulares
utilizadas e inducir degeneracion celular. EI ECP producido por
cada aislado viral varia segun la linea celular. De las 5 lineas
celulares estables evaluadas para la multiplicacién de virus de
seudorrabia, tanto en Vero como PK-15, se produjo un ECP vi-
sible a las 48 horas post inoculacién similar a lo reportado en
la literatura, lo cual permite recomendar el uso de estas lineas,
en la multiplicacién de VSR, particularmente la Vero, que es
una linea celular menos exigente y mas accesible que la PK-
15.
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