CULTIVOS CELULARES DE RINON FETAL BOVINO UTILIZADOS

RESUMEN

Fueron trabajados trece cultivos
primarios de rifién fetal bovino con el
objeto de determinar la infectividad
de estos drganos con el virus de la
DVB. se utilizdé para el crecimiento
de las células suero fetal bovino
inactivado con etilenimina binaria
(BEI) con el fin de eliminar la posibi-
lidad de infeccién de los cultivos con
el virus de la DVB a partir del suero.
El suero inactivado no fue téxico pa-
ra el crecimiento de las células. Do-
ce de los cultivos estaban contami-
nados con el virus de la DVB y la
mayor parte de ellos con cepas cito-
patogénicas. Se discuten las impli-
caciones de estos hallazgos y las
alternativas para el diagndstico de la
enfermedad.

INTRODUCCION

La diarrea viral bovina (DVB) es
una enfermedad infecto-contagio-
sa que cursa con diversidad de
signos clinicos y afecta esencial-
mente el estado reproductivo de
los bovinos. El virus posee un aci-
do nucleico RNA de polaridad po-
sitiva de 11 Kb de longitud y
consta de un nucleo cédpside ro-
deado de una envoltura lipidica
(Purcio et.al.,1984). Pertenece a
la familia flaviviridae, género pes-
tivirus y se propaga por inhalacién
e ingestion de material contami-
nado por descargas nasales, ocu-
lares, saliva, orina o heces (Bown
et. al.,1989), El virus de la DVB
es sensible al eter y cloroformo y
a desinfectantes como Clorhexidi-
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na, aldehidos e hipocloritos (Bown
et.al.,1989),

En Colombia la enfermedad fue
diagnosticada por primera vez en
el ano de 1981 con una prevalencia
seroldgica de 42.3% (Gallego et,
al.,1987). En 1983 se presentaron
una serie de abortos en el Depar-
tamento de Cundinamarca produ-
cidos por un virus NCP de DVB.
Las pruebas seroldgicas mostra-
ron un 100% de positividad de los
animales con titulos de anticuerpos
que fluctuaron entre 1:32 a 1:2048.
No fue posible el aislamiento del vi-
rus (Gallego et. al., 1887).

Las infecciones prenatal y pos-
natal y el desarrollo clinico de la en-
fermedad dentro de un hato depen-
de de la cepa, la edad de los ani-
males, el estado inmune y diversos
factores de manejo (Baker et
al.,1987).

La infeccién persistente se es-
tablece cuando el feto es expuesto
alvirusdelaDVBentre los 90y 120
dias de gestacion. Los animales no
presentan anticuerpos seroneutra-
lizantes y soninmunotolerantes al vi-
rus homologo (Kelling et. al.,1990).

Una de las grandes dificultades
que se presentan para el diagnds-
tico de la enfermedad es el alto por-
centaje de cultivos contaminados
con el virus de la DVB como conse-
cuencia de la infeccién intrauterina
de los donantes (Bown et. al. 1988).

Las lineas celulares y los culti-
vos primarios pueden contaminar-
se con el virus cuando son suple-
mentados con el suero fetal bovino

contaminado. La rata de contami-
nacién en la produccién de suero
fetal bovino comercial tiene un ran-
go de 10-75% (Ruth).

La prevencion de la infeccidn
prenatal con el virus de la DVE es
esencial para un correcto control de
la enfermedad y para evitar pérdidas
reproductivas y el nacimiento de ter-
neros con infeccidn persistente. Los
bovinos con infeccién persistente
son portadores del virus, constitu-
yéndose en una fuente primaria de
infeccién en un hato, siendo indis-
pensable su eliminacién para el con-
trol de la infeccion (Barlow et. al.,
1986, Grotelueshen, 1988).

Desde hace aproximadamente
4 anos no se realiza el diagnéstico
de la DVB en el Instituto Colombia-
no Agropecuario ICA debido a la
frecuente contaminacion de los ri-
fiones de bovinos de los mataderos
y por consiguiente de los cultivos
primarios con el virus de la DVB. De
esta manera no es posible aislar el
virus de muestras para diagndstico
ni se puede realizar la técnica de
microneutralizacién para la deter-
minacion de titulos de anticuerpos
neutralizantes.

El propdsito de este trabajo es
el de evaluar cultivos primarios de
rindn fetal bovino con el fin de de-
terminar la infectividad con el virus
de la DVB, replicando las células
con suero fetal bovino inactivado
con etilenimina binaria (BEI) para
eliminar la posible fuente de infec-
cidn con el virus a través del suero.

MATERIALES Y METODOS

Inactivacion del suero

El suero fetal bovino utilizado
para la produccion de los cultivos
primarios de rindn fetal bovino
(RFB) fue sometido a inactivacion
con etilenimina binaria (BEI) a una
concentracién de 3 mm al 3%. Se
conservé a una temperatura de
26°C durante 24 horas y con agita-
cidn continua, tiempo este conside-
rado 6ptimo para la inactivacion del
virus que pudiera estar presente en
el suero. Transcurrido el tiempo
previsto, se adiciond tiosulfato de
sodio 1m al 1% para neutralizar los
residuos del BEI (Abaracon y
col.,1979; Bahneman et. al.,1975).

Pruebas de Toxicidad

El suero inactivado fue previa-
mente ensayado en cultivos de la
linea celular BHK21 ¢l13, los cua-
les crecieron normalmente sin
mostrar rasgos de toxicidad, com-
parandolo con suero sin inactivar.

Fetos

Los trece fetos utilizados para
la preparacién de los cultivos pri-
marios de RFB fueron colectados
de los mataderos de San Martin y
Guadalupe de la ciudad de Bogota
en un periodo de 4 meses, la edad
de los fetos oscilaba entre 4y 7 me-
ses y fueron colectados con la res-
pectiva placenta inmediatamente
después del sacrificio de las ma-
dres. El transporte de los mismos
allaboratorio se realizé en recipien-
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tes plésticos estériles y hermética-
mente cerrados.

Obtencion de los rinones

Los fetos fueron lavados con
agua corriente y secados con ga-
sa estéril. Se colocaron en bande-
jas metdlicas previamente de-
sinfectadas con alcohol, flamea-
das e introducidas a la cabina de
flujo laminar, Los fetos fueron de-
sinfectados con alcohol y flamea-
dos antes de proceder a la
extraccién de los rifones. Traba-
jando en cabina de flujo laminar se
realizd una incisién a través de los
ijares derecho e izquierdo con ti-
jeras estériles. El corte compren-
dié piel, musculo y peritoneo
hasta la exposicién total de los
rinones, desprendiendo cuidado-
damente lafascia renal para evitar
el contacto con liquidos abdo- mi-
nales. Se tomaron los érganos y
se depositaron en cajas de petri
estériles y se trasladaron a otra
cabina de flujo laminar vertical.

Preparacion de los cultivos

Trabajando en condiciones de
esterilidad se desprendid cuidado-
samente el tejido adiposo y la cédp-
sula renal hasta dejar expuesta la
corteza. Se realizaron cortes de la
corteza en pequenas porciones,
las cuales fueron maceradas Y la-
vadas 3 veces en frascos de tripsi-
nizacién con solucién bufferada de
fosfatos (PBS) pH 7.2. Terminado
el Ultimo lavado se utilizé PBS con
tripsina concentrada al 2.5% y se
dejé en tripsinizacion por 114 horas
a37°C. Se adicionaron 7 ml de SFB
inactivado con BEI para neutralizar
el efecto de la tripsina. Se filtré por
filtro de gasa la suspensién celular,
se centrifugé a 9000gr. por 15 mi-
nutos y se resuspendié en medio
Hank's con SFB al 10% inactivado,
antibidticos (Penicilina-estreptomi-

cina) y anfotericina, a una concen-
tracién aproximada de 3 x 108
céis/ml.

Prueba de inmunofiuorescencia
indirecta (IFl)

Los cultivos primarios de rifidn
fetal bovino fueron controlados
por la técnica de IFI para descar-
tar la infeccién con el virus de la
DVB (Morilla y col.,1986).

En la técnica se utilizé cultivos
primarios de rifidn fetal bovino cre-
cidos en laminillas, antisuero de
referencia y conjugado preparado
por el posgrado de Reproduccién
Animal de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Na-
cional de Colombia. Este consistid
de antigamaglobulina bovina con-
jugada con fluoresceina. Como
controles negativos se utilizé culti-
vos primarios de embrién de pollo
crecidos en laminilla con suero fetal
bovino inactivado y como controles
positivos células de la linea MDBK
infectadas con el virus de la DVB y
utilizada en las pruebas de rutina
en el ICA CEISA.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los trece cultivos primarios
de rifién fetal bovino trabajados en
el laboratorio, solamente uno de
ellos mostréd la morfologia normal in
vitro, completdndose la monocapa
celular a las 96 horas de incuba-
cién. Este cultivo resulté negativo a
la presencia del virus de la DVB,
mediante la técnica de IF| en tres
pasajes consecutivos. Los restan-
tes cultivos fueron positivos por es-
ta técnica, presentando un efecto
citopdtico marcado compatible con
una contaminacién con virus ad-
venticios, impidiendo la formacién
de una monocapa normal y por
consiguiente la replicacién de los

cultivos para un segundo y tercer
pasaje (Tabla No. 1).

Los resultados del presente tra-
bajo muestran un porcentaje muy
alto (92.4%) de cultivos primarios
de rifién fetal bovino contaminados
con el virus de la DVB, lo cual cons-
tituye un serio obstaculo para el
diagnéstico y aislamiento del virus
en nuestro medio. Schell et. al. en
1972 y Hasan et. al. en 1986 repor-
tan porcentajes de contaminacion
de estos cultivos con el virus de la
DVB en el orden del 30 y 42% res-
pectivamente indicando que el pro-
blema tiende a difundirse, lo cual
concuerda con los hallazgos de és-
ta investigacion. Dichos resultados
ponen de manifiesto un serio pro-
blema para el diagndstico y aisla-
miento de los virus de DVB, rinotra-
queitis infecciosa bovina (IBR) y
parainfluenza (Pla) para los cuales
también se utilizan estos cultivos. A
pesar de que las publicaciones so-
bre contaminacién de cultivos pri-
marios con virus de DVB hablan
hasta ahora de cepas no citopéti-
cas (Bolin et. al.,1991; Fernelius,
1964), las cuales eran detectadas
por la técnica de IFl, en el presente
trabajo, la contaminacién encontra-
da provenia de cepas citopéticas,
ya que el efecto patégeno de las
mismas fue muy evidente. Estos
cultivos no permiten el crecimiento
de cepas de campo, posiblemente
porque las cepas contaminantes,
compiten por los receptores dentro
de las células, o quizd porque al
estar contaminadas las células con
una cepa de VDVB, el interferén le
impide la entrada a una nueva ce-
pa, como es el caso del virus de
referencia utilizado en las pruebas
de micro neutralizacion para la de-
terminacion de niveles de anticuer-
pos (Shirai et. al., 1984). Por otra
parte, el incremento en la contami-
nacidn de los rifones con cepas ci-
topéaticas puede deberse a la alta

TABLA1
CONTAMINACION DE CULTIVOS PRIMARIOS DE RINON FETAL BOVINO
CON VIRUS DE DIARREA VIRAL BOVINA

SUERO SUERO NO

INACTIVADO INACTIVADO
Total de cultivos 13 13
Cultivos contaminados 12 12
Cultivos libres 1 1
% contaminados 92.4 92.4

concentracién de virus a nivel de
campo, lo cual puede corresponder
a vacunaciones masivas con vacu-
nas a virus vivo y mezcladas con
IBR y Pl3, reportadas por el centro
de diagndstico del ICA en Bogota
(1992). No obstante lo anterior, es
necesario tener en cuenta que en
esta investigacidn, las muestras
fueron tomadas en dos mataderos
de Bogotd, lo cual circunscribe los
resultados a las regiones que sumi-
nistran animales a dichos matade-
ros. Por lo tanto es conveniente
realizar un estudio mas detallado,
principalmente en regiones catalo-
gadas como de extraccién de ga-
nado, para ftratar de localizar
regiones libres o que presenten ba-
ja incidencia para el virus de DVB,
con el fin de obtener una fuente de
animales libres de dicho virus.

Otra alternativa a este proble-
ma, ademas de localizar regiones
libres de la enfermedad, es el de
encontrar una linea celular sensible
alvirus y libre de este agente y tra-
bajar siempre con suero fetal bovi-
no inactivado con BEI. Podrd pen-
sarse también en estandarizar la
técnica de ensayo inmunoenzima-
tica (ELISA), la cual tiene la ventaja
de no requerir cultivos celulares pa-
ra su funcionamiento, resultando
mas econdmica y de més rdpida
ejecucién, pudiendo ser utilizada
en la deteccidn del virus y en la de-
terminacién de titulos de anticuer-
pos neutralizantes.

Muchos productos biolégicos,
particularmente de origen bovino,
los cuales pueden contener el virus
dela DVB, son ampliamente utiliza-
dos en los medios de cultivo (Has-
san et. al., 1986), por esta razén se
utilizé suero fetal bovino inactivado
con BEI para eliminar |a posibilidad
de infeccién de los cultivos prima-
rios de RFB a partir del suero.
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