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COMPARACION DE LA SENSIBILIDAD DE LAS PRUEBAS
DE SERONEUTRALIZACION CON DIFERENTES CEPAS
. DE VIRUS DE LA RABIA

1. Adaptacién del virus CVS a cultivos celulares

Resumen

C. Corzo CASTILLEJOS !
E. HErRNANDEZ BAUMGARTEN 2
G. BiJLENGA 3

El virus estindar de confrontacion (CVS), es un virus fijo de rabia mantenido por pase intracerebral
en ratén. Con el fin de poder utilizar esta cepa de virus en pruebas comparativas de reduccién de placas,
se adaptd a cultivos celulares. Cuatro pases en células BHK-21 CL 13S fueron suficientes para adaptar
el virus fijo CVS a cultivos celulares segin lo evidenciaba la técnica de inmunofluorescencia. Después de adap-
tacién a cultivos celulares, el virus formaba placas con regularidad y el titulo del virus fue de 10°**
UFP/ml, con lo cual se dio por terminada esta fase del trabajo.

El comité de expertos en rabia (Kaplan
y Koprowski, 1973), indicé que existe una
“correlacién completa” entre las pruebas de
reduccion de placa (Sedwick y WiEtor, 1967)
y la prueba de seroneutralizacién en ratones
(Johnson, 1973).

En virtud de que esto no concordaba con
observaciones efectuadas en el Departamento
de Investigacién sobre Rabia Paralitica,* se
decidié estudiar de nueva cuenta la relacién
existente entre las dos pruebas. En estudios
previos (Bijlenga y Hernindez, 1977a y b)
se habia observado una ligera discrepancia
entre los titulos de reduccién de placas (PRP)
cuando se utilizaba un virus homélogo
(V-319) y uno heterdloge (ERA). Partiendo
de esta base es que se conjeturd que parte de
la diferencia observada entre la prueba de
seroneutralizacion en ratones (SNR) y la
prueba de reduccién de placas pudiera de-
berse mas a que se estin empleando dos cepas
diferentes de virus, un virus fijo mantenido
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por pases intracerebrales en ratén blanco con-
tra un virus adaptado a cultives celulares, que
si bien puede tener algunas caracteristicas de
los virus fijos, tiene otras diferentes (Wright
y Habel, 1948; Wiktor y Clark, 1975). Con
base en esta hipétesis de trabajo se decidid
adaptar el virus CVS a cultivos celulares con
el fin de utilizarlo en trabajos posteriores
{Corzo y Hernandez, 1977; Hernandez y Cor-
zo, 1977) de comparacién critica entre las
dos pruebas (SNR y PRP).

Material y métodos

Se empleé una linea celular en este tra-
bajo:

135 C1;. Esta linea celular es una clona de
la linea BHK-21 (Mac Pherson y Stoker,
1962) y fue adquirida del Instituto Wistar de
Filadelfia, EUA por el Instituto Nacional de
Investigaciones Pecuarias y la clona 3 fue pre-
parada en el Departamento de Investigacio-
nes sobre Rabia Paralitica. -

Las pruebas de reduccién de placas y sero-
neutralizacion, se efectuaron de acuerdo con
las técnicas descritas (Johnson, 1973 y Sed-
wick y Wiktor, 1967). Para verificar el cre-
cimiento del virus rabico se emples la técnica
de inmunofluorescencia, segiin las técnicas
publicadas {Dean, 1973).

La adaptacién del virus “CVS” a células
13S Cl;, se realizé con la técnica siguiente:
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Se colocaron cuatro cubreobjetos estériles en
cada una de cinco cajas de Petri de 50 mm
de didmetro y se sembraron células 13SCl;
25 en cada una de las cajas. Una vez
crecidas las células (monoestrato) se infecta-
ron con virus CVS en diluciones 10-%a 10-2 y
en presencia de DEAE Dextran (100 mg/ml)
(Kaplan et al., 1967). Después de una hora
de incubacién a 37°C y 5% de CO; con las
diferentes diluciones del virus, se procedid
a poner medio de mantenimiento contenien-
do medio BHK, 2% de suero fetal bovino y
antibiéticos a las células. Los cubreobjetos se
tifieron a las 30, 48 y 72 hs por la técnica de
anticuerpos fluorescentes. A las 48 horas
de infectadas las células, se coseché el sobre-
nadante de las dos diluciones o sea de las
cajas 10-° y 10-2, La caja de la dilucién
10-! se mantuvo en congelacién a 20°C du.
rante 24 horas, Oﬁués e las cuales se des-
congel6 y se procedi6 a envasar, etiquetar y
congelar nuevamente a —70°C. Este primer
pase de CVS se identificé como CVS 1. Con
el CVS.1 se infectaron botellas de leche y tu-
bos de Leighton con células 13Cly pase 27,
tifiéndose los cubrecbjetos de los tubos de
Leighton 30 horas después de la infeccidn,
obteniendo asi el segnnd}; pase del virus a cul-
tivos celulares. Este virus (CVS-2) fue titu.
lado en prueba de microfocos fluorescentes
con células 13SCl; (pase 30). Las diluciones
fueron de 10-° a 10-* cajas por cada dilucién
y colocando cuatro cubreobjetos en cada caja,
siguiendo la técnica descrita (Hernandez
Bijlenga, 1973; Goldwasser y Kissling, 1958).
A partir de esta botella infectada se obtuvie-
ron tres muestras, la primera a las 48 horas
después de la infeccion eosechando el medio

y afiadiendo nuevo medio de mantenimiento

al mismo monoestrato. La segunda cosecha
fue a las 96 horas y la tercera a las 120 horas.
En este dltimo pase se realizaron algunas meo-
dificaciones en la técnica, ya que a esta mues-
tra se le neutralizé el pH (aproximadamente
a las 72 horas), se cosechd este medio a las
96 horas y se puso nuevo medio de manteni-
miento, después se neutralizé el pH a las 110
horas y a las 120 horas se procedié a conge-
lar la botella a — 20 C durante 24 horas. Pos.
teriormente se descongelé y centrifugd para
sedimentar detritus celulares a 2,000 rpm du.
rante cinco minutos, el sobrenadante se enva-
s6 en tubos de plastico de 2 ml poniendo en
cada tubo 1.5 ml identificandolo como CVS-3
y se procedid a congelar a —70 C conser-
vindose a esta temperatura. Este virus se ti-
tulé mediante la prucba de placas (Sedwick
y Wiktor, 1967).

Resultados

Los resultados de la adaptacion del virus
CVS a cultivos celulares se resumen en el
Cuadro 1. En el primer pase se observé un
reducido niimero de células positivas a inmu-
nofluorescencia de 48 horas en adelante. A las
48 horas se observé una buena infeccion en
la caja infectada con CVS 10! y se congels
a fin de liberar la mayor cantidad posible de
virus de las células infectadas. Con el material
de esta caja se efectué el segundo pase, pero
ahora en botellas de dilucién de leche para
contar con més material de cosecha. En tubos
de Leighton se siguié en forma paralela la
adaptacién del virus a cultivos celulares. Co-
mo se ilustra en el Cuadro 1, la adaptacion
completa se efectud en cuatro pases. Los pases
intermedios (2, 3 y 4) arrojaron titulos de

Cuabro 1

Proceso de adaptacién de CVS a cultivos celulares

Fase de adaptacién 10-* 10+ 102 10- Tiempo
Primer pase 3 + + -~ 48 horas en adelante
Segundo pase 4+* 44 NH NH 30 horas en adelante
Tercer pase 4+4-* 44* NH NH 24 horas en adelante
Cuarto pase 442 NH NH NH Titulo final de 105.92. UFP

3 Se considerd positivo a Inmunofluorescencla cuando una o varias células del monoestrato

estaban inequivocamente Infectadas

* 44 altamente positivo, 60% de las células o més contenfan antigeno inmunofluorescente.

NH. No se hizo.

TEcNIcA PECUARIA

67



microfocos cada vez mas alios y a partir del
cuarto pase el virus empezd a formar placas
en suspensién en agarosa, dando un titulo de
10582 UFP/ml.

Discusién

La adaptacién del virus CVS a cultivos ce-
lulares se presenta engafiosamente sencilla.
Sélo se comunican los procedimientos que
dieron buen resultado en el proceso de adap-
tacién, independientemente de muchos traba-
jos que condujeron a callejones sin salida y se
perdid el virus,

La parte mas dificil prob6 ser el primer
pase, que hubo que repetir hasta por seis ve-
ces antes de lograr que las células infectadas
produjeran suficiente virus como para lograr
infectar nuevas células con el sobrenadante.
Una vez lograda la adaptacién del CVS a cul-
tivos celulares se preparé un buen lote de
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CVS adaptado, para efectuar la comparacién
de titulos de reduccién de placas con el virus
homélogoal! con virus heterélogos, asi como
entre PRP y SNR. (Corzo y Hernandez,
1977; Hernéindez y Corzo, 1977.)

Summary

The challenge virus standard (CVS) is a
fixed strain of rabies virus maintained by
intracerebral pasage in mice. In order to be
able to use this strain in comparative plaque
reduction tests it was decided to adapt it to
tissue culture, Four pasages in BHK-21, C1 13S
cells were sufficient to adapt the fixed CVS
virus to tissue culture as seen by the inmuno-
fluorescence test. After adapting the virus to
tissue culture, it formed plaques in agarose
s jons regularly, reaching a titer of
10592 PFU/ml. With these results this phase
of the work was finished.
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