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ARTICULO ORIGINAL

Virus herpes canino en Chile: Propiedades bioldgicas*

Canine herpes virus-1 in Chile: Biological properties
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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 thc magnitude
of infection in the canine population to be conducted and information regarding the repercussion of intection by this virus in breeding
places can be collected. A method of rapid laboratory diagnosis can also be developed.
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INTRODUCCION

El virus herpes canino tipo 1 (VHC-1) pertenece a la
familia Herpesviridae, que comprende mds de cien tipos
de virus capaces de infectar virtualmente todas las espe-
cies 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 ra-
pida, con un amplio rango de hospedadores y producen
infecciones latentes, principalmente en los ganglios ner-
viosos (Boehmer y Lehman 1997). El VHC-1 causa la
enfermedad hemorrdgica 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 patogenos encontrados en el sindrome respirato-
rio denominado “tos de las perreras”. La enfermedad
neonatal fue descrita por primera vez en Estados Unidos
de Norteamérica (Carmichael y col 1965) y estudios pos-
teriores han demostrado que posee una distribucién mun-
dial (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
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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 palpacién abdominal, incoordinacién y heces
blandas amarillo verdosas. A veces ocurre descarga nasal
serosa o hemorrdgica. Las petequias son frecuentes en las
membranas mucosas. La temperatura rectal no estd ele-
vada y puede presentarse trombocitopenia en cachorros
moribundos, hecho que ocurre luego de un periodo de
incubacién de 3 a 8 dias. Al respecto, existen dos factores
que predisponen a que en los cachorros caninos la infec-
cién con herpes virus sea generalmente fulminante: la tem-
peratura 6ptima de la replicacién viral (32-33 °C) coinci-
de con la de los tractos genital y respiratorio alto y a que
los cachorros al nacer son relativamente inmaduros res-
pecto de los centros termorreguladores hipotalimicos. Esto
conduce a que la infeccidn sea hipotermia dependiente,
es decir, a mayor hipotermia, mds grave y rapido es el
desenlace (Fenner y col 1992).

En el examen durante la necropsia y como producto
de la replicacién del virus en las paredes de los vasos san-
guineos, se observan lesiones macroscopicas en los ca-
chorros, que se traducen en grandes lesiones en rifiones,
pulmones, glindulas adrenales y tracto gastrointestinal.
En las células infectadas se observan cuerpos de inclu-
sién intranucleares, tipicos de herpesvirus (Love y
Huxtable 1976).

Hace algunos afios, la presencia de este virus en nues-
tro pais fue sugerida por observacién de muerte perinatal.
En estos cachorros, al realizar la necropsia, se observa-
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ron petequias en rifién e higado y la histopatologia del
higado demostrd gran cantidad de cuerpos de inclusion
intranucleares eosindfilos, semejantes a los producidos
por el VHC-1. Al preparar un in6culo e infectar cultivos
de la linea celular de rifién fetal equino, se produjo el
efecto citopatico caracteristico de virus herpes y se pre-
sumié 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 presen-
cia de VHC-1 en Chile. Posteriormente se informo la de-
teccion del virus mediante 1a obtencion del aislado RPS,
que produce el efecto citopético caracteristico de virus
herpes: lisis celular y que presenta alta reactividad en una
prueba de inmunofluorescencia directa que utiliza un an-
ticuerpo policlonal conjugado con isotiocianato de
fluoresceina, dirigido contra glicoproteinas de la envol-
tura del VHC-1 (Navarro y col 2003).

El propésito de este articulo es dar a conocer la carac-
terizacion bioldgica del VHC-1, la que contribuiria ade-
mads al diagnéstico en los caninos adultos usados como
reproductores en diversos criaderos de perros de raza en
nuestro pafs. Sin duda, la obtencién de una cepa nativa
del virus, mediante la caracterizacién del aislado RP5,
facilitaria la implementacion de algunas técnicas de diag-
ndstico 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 utilizé el aislado viral denominado RPS,
que produjo efecto citopatico en los cultivos inoculados
y que present0 alta reactividad en la deteccidn de antigenos
de superficie del VHC-1 mediante una prueba de inmuno-
fluorescencia directa (Navarro y col 2003).

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

Caracterizacion biolégica parcial del aislado RP5. La
caracterizacion bioldgica del aislado RP5 contempld la
cuantificacién de su infectividad y la determinacién de
su sensibilidad frente a un solvente lipidico. Posterior-
mente se verificé la formacién de cuerpos de inclusién
intranucleares y se determiné su velocidad de multipli-
cacion.

Cuantificacién de la infectividad. Para medir la

infectividad del aislado RP3 se utilizé el procedimiento
de titulacién por dilucidn punto final (DPF) que permiten
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conocer la cantidad de agente infeccioso contenido en 1
ml, con capacidad de infectar el 50% de los cultivos celu-
lares susceptibles. Para realizar la cuantificacién se utili-
z6 la linea celular MDCK, que se propagd en tubos
serolégicos en concentracién de 8x10* células por mL.
Transcurridas 24 horas, se procedi6 a inocular estas célu-
las con diluciones en base 10 (desde 107! hasta 10%) en
voliimenes de 200 uL, empleando 6 tubos por dilucién
del agente infeccioso. Se incubé durante una hora a 32-
33 °C. Luego se retir6 el sobrenadante y se reconstituy6
el volumen original (1,5 mL) con medio de cultivo celu-
lar de mantencién. Posteriormente se incub6 a la misma
temperatura con observacion diaria durante 5 dias y se
registro el tiempo de aparicién de ECP. El titulo fue cal-
culado por el Método de Reed y Miiench (1938), que per-
mite determinar la dilucién del agente infeccioso que pro-
duce ECP en el 50% de los cultivos celulares inoculados.

Determinacién de la sensibilidad frente a solvente lipidico.
Para confirmar la presencia de envoltura en el aislado RPS,
se determiné 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 inéculo viral (100 DCIT50), la cual se mez-
¢l6 mediante agitacién durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifugd a 500xg durante
5 minutos y la fraccién libre de cloroformo fue utilizada
como inéculo. Como control de infeccién se utilizé un
inéculo sin mezclar con cloroformo y para verificar inte-
gridad celular se utilizé una mezcla de cloroformo y me-
dio de cultivo (1:19). Ambos controles siguieron el mis-
mo procedimiento descrito para la mezcla cloroformo:
inéculo. Posterior al tratamiento se midi6 la infectividad
del aislado sometido a la accidn del cloroformo median-
te el procedimiento de titulacién DPF descrito anterior-
mente.

Formacion de cuerpos de inclusién. El procedimiento
consistié en la observacion de células de la linea celular
MDCK dispuestas en laminillas de vidrio dentro de tubos
de Leighton. Las células, sembradas en concentracion de
8x10?* fmL, fueron incubadas durante 24 horas en una es-
tufa 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 DCIT,) sobre la laminilla de vidrio e incubar
a 32-33 °C durante una hora en estufa de cultivo. Trans-
currido 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 postinoculacién, se procedié a colectar las laminillas
infectadas y de control. Las células fueron fijadas me-
diante la adicién de acetona fria (-20 °C) durante 10 mi-
nutos y posterior lavado en PBS. Se dejaron secar a tem-
peratura ambiente y se procedi6 a realizar la tincién
Hematoxilina-eosina, que consistié en un lavado bajo agua



corriente, luego se sumergié en hematoxilina (2g/L) por
5 minutos. Enseguida, se sumergié 3 veces en una solu-
cién diferenciadora (alcohol 70% + HCl) y posteriormente
en agua durante un minuto. Transcurrido el tiempo, se
sumergié en eosina 1-2 % durante 10 a 15 segundos, se
lavé rdpidamente con agua destilada y se sumergio suce-
sivamente durante un minuto en soluciones alcohélicas
de 70, 95 y 100%. Finalmente, se lavé rapidamente con
xilol, y posteriormente la laminilla fue montada invertida
sobre un portaobjetos, previa adicién de una gota de bdl-
samo de Canad4. La visualizacidn se realiz6 mediante un
microscopio de luz convencional, utilizando aumentos de
200X y 1000X.

Determinacion de la velocidad de multiplicacion. Para la
realizacion de esta experiencia se prepararon monocapas
de células MDCK dispuestas en tubos seroldgicos. A las
24 horas, se procedi6 a inocular 40 tubos con 200uL de
una dosis de 100 DICT del agente infeccioso, y como
control, sin infectar se mantuvieron 20 tubos seroldgicos
con su respectiva monocapa celular intacta. La experien-
cia contempld los siguientes tiempos de reaccion: 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
(Sy) y monocapa celular (P;) y se congeld a-20 °C, hasta
terminar el proceso completo (72 horas). Luego se proce-
di6 a efectuar tres ciclos de congelamiento/descon-
gelamiento de las muestras P, 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 modificacién. Cada una de estas muestras fue consi-
derada como indculo 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 P..) como para el virus extracelular
(muestras S.), en forma andloga como se describi6 ante-
riormente.

RESULTADOS

Cuantificacién de la infecciosidad del agente infeccio-
so. Al inocular diluciones del aislado RP5 sobre mo-
nocapas de células MDCK en el procedimiento de titu-
lacion viral (Método de Reed y Miiench 1938) se
encontr6 un valor de DICTy, = 1053 /0,2 mL, es decir,
DICT,, = 1,58 x 10°/mL.

Sensibilidad del aislado RPS a solvente lipidico. En nin-
guna de las experiencias realizadas con el inéculo tratado
con solvente lipidico se reprodujo el ECP caracteristico:
lisis celular. Las monocapas inoculadas no sufrieron des-
prendimiento sino hasta 10 dfas postinoculacidn, 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
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evidente sobrecrecimiento celular observado, descartan-
do un eventual efecto toxico. Los resultados descritos
contrastan con lo observado al inocular con diluciones
del control positivo (inéculo sin tratamiento con cloro-
formo), que produce ECP visible a las 24 horas.

Formacion de cuerpos de inclusion. La figura 1 muestra
la existencia de cuerpos de inclusion intranucleares (tefii-
do en rosado oscuro) en comparacién con el citoplasma
(tefiido en rosado) en cultivos de células de la linea MDCK
inoculados con el aislado RPS.

La figura 2 centra la atencién en una célula en espe-
cial que muestra la apariencia de una célula tefiida en azul
(citoplasma) y un nicleo agrandado (azul oscuro) con
presencia de cuerpos de inclusién tipicos de herpesvirus.
En la figura 1 es posible, ademds, observar un foco de
destruccioén celular, similar al observado en los cultivos

Figura 1. Formacién o presencia de cuerpos de inclusién
intranucleares.200X.

Formation or presence of intranuclear inclusion bodies.200X.

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

Formation or presence of intranuclear inclusion
bodies. 1000X.
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celulares, foco formado por el desprendimiento celular
posterior a la formacién del racimo (“cluster”) de células.

Determinacion de la velocidad de multiplicacion. La fi-
gura 3 muestra la curva de crecimiento del aislado RP5.
Esta curva representa la aparicién de viriones en el inte-
rior de la célula (azul), como también la aparicién de
viriones en el sobrenadante o extracelular (rojo). Cada
punto en el tiempo representa, en cada caso, el logaritmo
negativo del valor de DICT,/ml. Esta curva mostré un
aumento progresivo del titulo viral en el interior de la
c€lula entre las 4 y las 6 horas postinfeccion (pi.), alcan-
zando un maximo entre las 14 y 16 horas pi. A partir de
esa hora se aprecié una disminucién progresiva en el tiem-
po. 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 méximo a las 16
horas pi. Luego, se aprecia una leve disminucién del titu-
lo viral. Si bien ambas curvas mostraron un comporta-
miento inicial similar y sélo desfasado en el tiempo, lue-
go de alcanzar un valor maximo, los titulos del agente
infeccioso declinaron a valores menores pero no igua-
les, pues al término de la experiencia (72 horas) se ob-
servé que el titulo viral es mayor en el exterior de las
células infectadas, diferencia que es mayor a dos 6rde-
nes de magnitud, es decir, se logra un DICT, = 104 /mL
para el virus intracelular en comparacién con el DICT,
= 3x10%/mL para el virus extracelular.
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Figura 3.Curva de crecimiento (un paso) del aislado RPS. 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 asevera-
cién fue validada hace bastante tiempo atrds, en Estados
Unidos de Norteamérica, al describirse este virus
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(Carmichael y col 1965). Desde entonces, es posible en-
contrar algunos informes que muestran diferentes enfo-
ques a este problema y que le asignan presentacién mun-
dial. Esto dltimo se refleja en los resultados obtenidos en
esta investigacidn al someter al aislado RP5 a la caracte-
rizacién 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
RP3, se demostré la presencia de envoltura viral median-
te el tratamiento del indculo con cloroformo. La observa-
¢i6n de ECP s6lo en los controles positivos de infeccidn,
resultd decisiva. La explicacion para este resultado, resi-
diria en que estos viriones poseen una envoltura externa
compuesta de proteinas, lipidos y carbohidratos. Esto in-
dica que, al preincubar el aislado RPS en presencia del
solvente orgdnico, se destruyd la envoltura, con lo cual la
condicién infectante se perdié. Si en los cultivos inocula-
dos se hubiera observado ECP, este efecto podria expli-
carse por la presencia de un virus alternativo sin envoltu-
ra o por un efecto téxico residual del cloroformo sobre la
monocapa celular.

Por otra parte, la presencia de cuerpos de inclusién
intranucleares eosinéfilos resulté compatible con el me-
canismo de replicacién descrito para los virus herpes
(Murphy y col 1999).

La siguiente evidencia que apoya la presencia de un
virus herpes fue la obtencién de una curva de aparicién
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 andlisis
de ambas curvas sugiere una acumulacién inicial de
viriones en el interior celular y posteriormente en el
sobrenadante; es decir, el virus ingresa a la célula, se
multiplica y realiza un ciclo litico. Si bien este ECP pue-
de ser observado a partir de las 16 horas, la curva de cre-
cimiento viral indicarfa que este efecto se inicia mucho
antes, entre las 6 y 8 horas postinoculacion.

Las evidencias encontradas en esta investigacion per-
miten concluir que el aislado RP5 no sélo se comporta
antigénicamente como el VHC-1 (Navarro y col 2003)
sino que, ademds, comparte algunas de sus propiedades
biolGgicas. ‘

RESUMEN

Este trabajo describe la caracterizacion bioldgica del aislado
RP5 y confirma Ja deteccién de VHC-1 sefialada con anterioridad
mediante la prueba de inmunofluorescencia directa. La
caracterizacion preliminar del aislado RPS sugirié su inclusion
en la familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae.
Como una confirmacion especifica de la presencia de VHC-1
en nuestro paifs, se determinaron algunas de sus propiedades



biol6gicas, tales como la determinacién del titulo y la presencia
de envoltura viral, la verificacién de un comportamiento cinético
compatible con el modelo de crecimiento de un paso y la
presencia de cuerpos de inclusién intranucleares. Esta
caracterizacion viral permitird realizar futuras investigaciones,
como la evaluacién de la magnitud de infeccion en la poblacion
canina y la obtencidn de la informacién sobre la repercusion de
infeccién de virus en planteles reproductores.
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