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ARTICULO ORIGINAL

Virus herpes canino en Chile: Propiedades bioldgicas#

Canine herpes virus-1 in Chile: Biological properties

C Navarro!=, M Celedén 1, J Pizarro !, A Gaggero?

1 Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias. Universidad de Chile.
2 Instituto de Ciencias Biomédicas. Facultad de Medicina. Universidad de Chile.

SUMMARY

The study described here studied the biological properties of the RP5 isolate and confirms
the presence of Canine herpes virus-1 (CHV-1) by means of the immunofluorescence direct
method. The preliminary characterization of the RP5 isolate suggested it belongs to the
Herpesviridae family, subfamily Alphaherpesvirinae. As a specific confirmation of the
presence of CHV-1, biological properties such as the viral title determination, the envelope
presence, a kinetic behavior model consisting of one step growth and the intranuclear
inclusion bodies formation were conducted. This viral characterization will allow future
studies such as an evaluation of the magnitude of infection in the canine population to be
conducted and information regarding the repercussion of infection by this virus in breeding
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RESUMEN

Este trabajo describe la caracterizacion bioldgica del aislado RP5 y confirma la deteccion de
VHC-1 sefialada con anterioridad mediante la prueba de inmunofluorescencia directa. La
caracterizacion preliminar del aislado RP5 sugiri6 su inclusion en la familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae. Como una confirmacion especifica de la presencia de VHC-1
en nuestro pais, se determinaron algunas de sus propiedades bioldgicas, tales como la
determinacion del titulo y la presencia de envoltura viral, la verificacion de un
comportamiento cinético compatible con el modelo de crecimiento de un paso y la presencia
de cuerpos de inclusion intranucleares. Esta caracterizacion viral permitira realizar futuras
investigaciones, como la evaluacién de la magnitud de infeccidon en la poblacién caninay la
obtencion de la informacion sobre la repercusiéon de infeccion de virus en planteles
reproductores.

INTRODUCCION

El virus herpes canino tipo 1 (VHC-1) pertenece a la familia Herpesviridae, que comprende
mas de cien tipos de virus capaces de infectar virtualmente todas las especies de aves y
mamiferos en los cuales se ha investigado. La subfamilia Alphaherpesvirinae, a la cual
pertenece el VHC-1, incluye cepas virales capaces de realizar ciclos liticos en las células que
infectan, son de propagacion rapida, con un amplio rango de hospedadores y producen
infecciones latentes, principalmente en los ganglios nerviosos (Boehmer y Lehman 1997). El
VHC-1 causa la enfermedad hemorragica mortal en cachorros de menos de 4 semanas; y en
adultos, provoca infecciones de la mucosa externa del aparato genital y forma parte de los
agentes patégenos encontrados en el sindrome respiratorio denominado "tos de las
perreras". La enfermedad neonatal fue descrita por primera vez en Estados Unidos de
Norteamérica (Carmichael y col 1965) y estudios posteriores han demostrado que posee una
distribucion mundial (Ratud y Werner 1967, Huxtable y Farrow 1970, Thompson y col 1972,
Reading y Field 1998).

En la enfermedad neonatal, los cachorros se infectan por via oronasal, generalmente
mediante lamidos de sus madres infectadas o por contacto directo con otros perros
infectados. En los cachorros de menos de 4 semanas se presentan sintomas que consisten en
anorexia, disnea, dolor a la palpaciéon abdominal, incoordinacion y heces blandas amarillo
verdosas. A veces ocurre descarga nasal serosa o hemorragica. Las petequias son frecuentes
en las membranas mucosas. La temperatura rectal no esta elevada y puede presentarse
trombocitopenia en cachorros moribundos, hecho que ocurre luego de un periodo de
incubacion de 3 a 8 dias. Al respecto, existen dos factores que predisponen a que en los
cachorros caninos la infeccion con herpes virus sea generalmente fulminante: la
temperatura 6ptima de la replicaciéon viral (32-33 °C) coincide con la de los tractos genital y
respiratorio alto y a que los cachorros al nacer son relativamente inmaduros respecto de los
centros termorreguladores hipotalamicos. Esto conduce a que la infeccién sea hipotermia
dependiente, es decir, a mayor hipotermia, mas grave y rapido es el desenlace (Fenner y col
1992).

En el examen durante la necropsia y como producto de la replicacion del virus en las paredes
de los vasos sanguineos, se observan lesiones macroscopicas en los cachorros, que se
traducen en grandes lesiones en rifiones, pulmones, glandulas adrenales y tracto
gastrointestinal. En las células infectadas se observan cuerpos de inclusiéon intranucleares,
tipicos de herpesvirus (Love y Huxtable 1976).

Hace algunos afios, la presencia de este virus en nuestro pais fue sugerida por observacion
de muerte perinatal. En estos cachorros, al realizar la necropsia, se observaron petequias en
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e infectar cultivos de la linea celular de rifién fetal equino, se produjo el efecto citopatico
caracteristico de virus herpes y se presumio la presencia del VHC-1, en espera de una
técnica seroldgica confirmatoria como seroneutralizacion (Larenas y col 1992). Este articulo
constituyo la primera informacién nacional documentada respecto de la presencia de VHC-1
en Chile. Posteriormente se informo la deteccion del virus mediante la obtencion del aislado
RP5, que produce el efecto citopatico caracteristico de virus herpes: lisis celular y que
presenta alta reactividad en una prueba de inmunofluorescencia directa que utiliza un
anticuerpo policlonal conjugado con isotiocianato de fluoresceina, dirigido contra
glicoproteinas de la envoltura del VHC-1 (Navarro y col 2003).

El propésito de este articulo es dar a conocer la caracterizacion biolégica del VHC-1, la que
contribuiria ademas al diagndstico en los caninos adultos usados como reproductores en
diversos criaderos de perros de raza en nuestro pais. Sin duda, la obtencion de una cepa
nativa del virus, mediante la caracterizacion del aislado RP5, facilitaria la implementacion de
algunas técnicas de diagndstico viroldgicas y seroldgicas que permitan conocer la magnitud
de la infeccién en la especie canina en nuestro medio, estableciendo medidas de control.

MATERIAL Y METODOS

Aislado viral. Se utilizo el aislado viral denominado RP5, que produjo efecto citopatico en los
cultivos inoculados y que presento alta reactividad en la deteccién de antigenos de superficie
del VHC-1 mediante una prueba de inmunofluorescencia directa (Navarro y col 2003).

Cultivos celulares. Se prepararon cultivos celulares de la linea MDCK (Madin-Darby Canine
Kidney, catalogo ATCC: CCL-34), originaria de rifién canino. Se cultivaron a 37 °C en medio
esencial minimo de Eagle (MEM), adicionado con antibidticos (penicilina (100U/ml),
estreptomicina (100 pg/ml)) y suplementado con 10% de suero fetal bovino.

Caracterizacion biologica parcial del aislado RP5. La caracterizacion bioldgica del aislado RP5
contempl6 la cuantificacion de su infectividad y la determinacion de su sensibilidad frente a
un solvente lipidico. Posteriormente se verifico la formacion de cuerpos de inclusion
intranucleares y se determiné su velocidad de multiplicacion.

Cuantificacion de la infectividad. Para medir la infectividad del aislado RP5 se utiliz6 el
procedimiento de titulaciéon por diluciéon punto final (DPF) que permiten conocer la cantidad
de agente infeccioso contenido en 1 ml, con capacidad de infectar el 50% de los cultivos
celulares susceptibles. Para realizar la cuantificacion se utilizo la linea celular MDCK, que se
propagd en tubos serolégicos en concentracion de 8x10% células por mL. Transcurridas 24
horas, se procedio6 a inocular estas células con diluciones en base 10 (desde 107! hasta 10'8)
en volumenes de 200 uL, empleando 6 tubos por dilucién del agente infeccioso. Se incubd
durante una hora a 32-33 °C. Luego se retird el sobrenadante y se reconstituy6 el volumen
original (1,5 mL) con medio de cultivo celular de mantencién. Posteriormente se incub6 a la
misma temperatura con observacion diaria durante 5 dias y se registro el tiempo de
aparicion de ECP. El titulo fue calculado por el Método de Reed y Miench (1938), que
permite determinar la dilucion del agente infeccioso que produce ECP en el 50% de los
cultivos celulares inoculados.

Determinacion de la sensibilidad frente a solvente lipidico. Para confirmar la presencia de
envoltura en el aislado RP5, se determind su sensibilidad frente a cloroformo, mediante el
protocolo de Feldman y Wang (1961). Este método consiste en formar una mezcla de 1 parte
de cloroformo y 19 partes del in6culo viral (100 DCITsp), la cual se mezclé mediante
agitacion durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugo a
500xg durante 5 minutos y la fraccién libre de cloroformo fue utilizada como inéculo. Como
control de infeccion se utilizé un in6culo sin mezclar con cloroformo y para verificar
integridad celular se utilizé una mezcla de cloroformo y medio de cultivo (1:19). Ambos
controles siguieron el mismo procedimiento descrito para la mezcla cloroformo: inéculo.
Posterior al tratamiento se midi6 la infectividad del aislado sometido a la accién del
cloroformo mediante el procedimiento de titulacion DPF descrito anteriormente.
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células, sembradas en concentraciéon de 8x10% /mL, fueron incubadas durante 24 horas en
una estufa de cultivo a 37 °C. Luego de verificar presencia de monocapa celular en la
laminilla de vidrio, se procedi6 a retirar el medio de cultivo para agregar 300 uL de in6culo
viral (100 DCITsp) sobre la laminilla de vidrio e incubar a 32-33 °C durante una hora en
estufa de cultivo. Transcurrido este tiempo, se procedié a completar el volumen con medio
de cultivo adicionado con 5% de suero fetal bovino, como medio de mantenimiento.
Transcurridas 16 horas postinoculacion, se procedi6 a colectar las laminillas infectadas y de
control. Las células fueron fijadas mediante la adicion de acetona fria (-20 °C) durante 10
minutos y posterior lavado en PBS. Se dejaron secar a temperatura ambiente y se procedio
a realizar la tincibn Hematoxilina-eosina, que consistié en un lavado bajo agua corriente,
luego se sumergioé en hematoxilina (2g/L) por 5 minutos. Enseguida, se sumergio 3 veces en
una solucién diferenciadora (alcohol 70% + HCI) y posteriormente en agua durante un
minuto. Transcurrido el tiempo, se sumergio en eosina 1-2 % durante 10 a 15 segundos, se
lavé rapidamente con agua destilada y se sumergio sucesivamente durante un minuto en
soluciones alcohdlicas de 70, 95 y 100%. Finalmente, se lavé rapidamente con xilol, y
posteriormente la laminilla fue montada invertida sobre un portaobjetos, previa adicion de
una gota de balsamo de Canada. La visualizacién se realizé mediante un microscopio de luz
convencional, utilizando aumentos de 200X y 1000X.

Determinaciéon de la velocidad de multiplicacion. Para la realizacién de esta experiencia se
prepararon monocapas de células MDCK dispuestas en tubos seroldgicos. A las 24 horas, se
procedid a inocular 40 tubos con 200uL de una dosis de 100 DICTsg del agente infeccioso, y
como control, sin infectar se mantuvieron 20 tubos serolégicos con su respectiva monocapa
celular intacta. La experiencia contemplé los siguientes tiempos de reacciéon: 0; 0,5; 1; 2; 4;
6; 8; 10; 12; 14; 16; 18; 20; 22; 24; 36; 48; 72 horas y en cada tiempo se dispuso de
duplicados. Para cada tiempo, cada muestra fue separada en sobrenadante (St) y monocapa
celular (P1) y se congel6é a _20 °C, hasta terminar el proceso completo (72 horas). Luego se
procedi6 a efectuar tres ciclos de congelamiento/descongelamiento de las muestras Pr, con el
objetivo de romper las células presentes y facilitar la liberacion del eventual virus. En el
caso de los sobrenadantes, éstos se utilizaron sin modificacion. Cada una de estas muestras
fue considerada como in6culo particular y se realizaron diluciones en medio de cultivo, con
el fin de medir el titulo viral para cada uno de los tiempos, tanto para el virus intracelular
(muestras Pt) como para el virus extracelular (muestras St), en forma anéaloga como se
describi6é anteriormente.

RESULTADOS

Cuantificacion de la infecciosidad del agente infeccioso. Al inocular diluciones del aislado RP5
sobre monocapas de células MDCK en el procedimiento de titulaciéon viral (Método de Reed y

Miiench 1938) se encontré un valor de DICTso = 10°° / 0,2 mL, es decir, DICTsg = 1,58 X
10%/mL.

Sensibilidad del aislado RP5 a solvente lipidico. En ninguna de las experiencias realizadas con
el indculo tratado con solvente lipidico se reprodujo el ECP caracteristico: lisis celular. Las
monocapas inoculadas no sufrieron desprendimiento sino hasta 10 dias postinoculacion, al
igual que el control sin infectar y las monocapas inoculadas con la mezcla cloroformo/medio
de cultivo. Esto sugiere que el desprendimiento celular final se produjo por el evidente
sobrecrecimiento celular observado, descartando un eventual efecto toxico. Los resultados
descritos contrastan con lo observado al inocular con diluciones del control positivo (indculo
sin tratamiento con cloroformo), que produce ECP visible a las 24 horas.

Formacion de cuerpos de inclusion. La figura 1 muestra la existencia de cuerpos de inclusion
intranucleares (tefiido en rosado oscuro) en comparacion con el citoplasma (tefiido en
rosado) en cultivos de células de la linea MDCK inoculados con el aislado RP5.
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Figura 1. Formacion o presencia de cuerpos de
inclusion intranucleares.200X.

Formation or presence of intranuclear inclusion
bodies.200X.

La figura 2 centra la atencidon en una célula en especial que muestra la apariencia de una
célula tefiida en azul (citoplasma) y un nucleo agrandado (azul oscuro) con presencia de
cuerpos de inclusioén tipicos de herpesvirus. En la figura 1 es posible, ademas, observar un
foco de destruccion celular, similar al observado en los cultivos celulares, foco formado por el
desprendimiento celular posterior a la formacion del racimo (“cluster™) de células.

Figura 2. Formacion o presencia de cuerpos de
inclusién intranucleares.1000X.

Formation or presence of intranuclear inclusion
bodies.1000X.

Determinacion de la velocidad de multiplicaciéon. La figura 3 muestra la curva de crecimiento
del aislado RP5. Esta curva representa la aparicion de viriones en el interior de la célula
(azul), como también la aparicidon de viriones en el sobrenadante o extracelular (rojo). Cada
punto en el tiempo representa, en cada caso, el logaritmo negativo del valor de DICTso/ml.
Esta curva mostré un aumento progresivo del titulo viral en el interior de la célula entre las
4 y las 6 horas postinfecciéon (pi.), alcanzando un maximo entre las 14 y 16 horas pi. A
partir de esa hora se aprecié una disminucion progresiva en el tiempo. Respecto de la
aparicion de viriones en el exterior de la célula, fue posible observar un aumento
significativo entre las 6 y 8 horas pi., alcanzando un maximo a las 16 horas pi. Luego, se
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al término de la experiencia (72 horas) se observé que el titulo viral es mayor en el exterior
de las células infectadas, diferencia que es mayor a dos 6rdenes de magnitud, es decir, se

logra un DICTso = 10% /mL para el virus intracelular en comparacion con el DICTsg =
3x10%/mL para el virus extracelular.

log { DIC TS0/mi.}
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Figura 3. Curva de crecimiento (un paso) del
aislado RP5. 0-72 horas post-inoculacion.

One step growth curve of the RP5 isolated.
0-72 hours post-innoculation.

DISCUSION

El virus herpes canino produce la enfermedad hemorragica en cachorros menores de cuatro
semanas. Esta aseveracion fue validada hace bastante tiempo atras, en Estados Unidos de
Norteamérica, al describirse este virus (Carmichael y col 1965). Desde entonces, es posible
encontrar algunos informes que muestran diferentes enfoques a este problema y que le
asignan presentacion mundial. Esto ultimo se refleja en los resultados obtenidos en esta
investigacion al someter al aislado RP5 a la caracterizacion bioldgica, que en conjunto con la
identificacion antigénica informada con anterioridad (Navarro y col 2003) concuerdan con los
descritos en la literatura para el VHC-1, perteneciente a la familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae.

En este estudio, luego de conocer el titulo del aislado RP5, se demostro la presencia de
envoltura viral mediante el tratamiento del in6culo con cloroformo. La observaciéon de ECP
s6lo en los controles positivos de infeccion, resultd decisiva. La explicacion para este
resultado, residiria en que estos viriones poseen una envoltura externa compuesta de
proteinas, lipidos y carbohidratos. Esto indica que, al preincubar el aislado RP5 en presencia
del solvente organico, se destruyo la envoltura, con lo cual la condicion infectante se perdi6.
Si en los cultivos inoculados se hubiera observado ECP, este efecto podria explicarse por la
presencia de un virus alternativo sin envoltura o por un efecto téxico residual del cloroformo
sobre la monocapa celular.

Por otra parte, la presencia de cuerpos de inclusién intranucleares eosinoéfilos resulto
compatible con el mecanismo de replicacion descrito para los virus herpes (Murphy y col
1999).

La siguiente evidencia que apoya la presencia de un virus herpes fue la obtencion de una
curva de aparicion de viriones, tanto en el sobrenadante como en el interior de las células
infectadas, que concuerdan temporalmente con las descritas para los virus herpes de la
subfamilia Alphaherpesvirinae (Kaplan y Vatter 1959). El analisis de ambas curvas sugiere
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bien este ECP puede ser observado a partir de las 16 horas, la curva de crecimiento viral
indicaria que este efecto se inicia mucho antes, entre las 6 y 8 horas postinoculacion.

Las evidencias encontradas en esta investigacion permiten concluir que el aislado RP5 no

s6lo se comporta antigénicamente como el VHC-1 (Navarro y col 2003) sino que, ademas,
comparte algunas de sus propiedades bioldgicas.
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