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Introduccidén

El objetivo de este estudio fue identificar el calicivirus felino a partir de aislados virales de
origen felino, provenientes de animales que presentaron sintomatologia de enfermedad
respiratoria, en los que previamente se habia identificado herpes virus felino-1 (HVF-1),
patologia que comunmente actua en concomitancia con el calicivirus felino. Para ello se
utilizaron células CRFK (corteza renal felina), con el objeto de aumentar la carga viral
evidenciada microscépicamente por un efecto citopatico, y titulacion de la cepa. La
identificacién del agente viral se realizé mediante técnicas de microscopia electronica, y
determinacion de caracteristicas morfométricas del virus, ademas de una prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por amplificaciéon del RNA.

Materiales y métodos

Este trabajo se llevo a cabo entre los afios 2007 y 2008 en los laboratorios de Virologia,
Cultivos Celulares y Biotecnologia del SAG y en la Facultad de Ciencias de la Universidad
Catolica de Chile, donde se realizé la microscopia electrénica.

Se trabaj6é con cinco muestras de campo de secreciones e hisopados de mucosa nasal,
orofaringea y ocular de gatos con enfermedad respiratoria y ocular severa, en los cuales
se aislo previamente el HVF-1, y se sospechaba la presencia de calicivirus felino. Estas
muestras fueron procesadas e inoculadas en células CRFK, con tres o0 mas inoculaciones
sucesivas en cada una de las muestras. Se sembré una concentracion de 600.000
células/ml en placas de cultivo de 24 pocillos, las que se incubaron por 24 h con medio de
crecimiento MEM con un 10% de suero fetal bovino y gentamicina en dosis de 80 pug/ml y
5 pg/ml de anfotericina B. Transcurrido el tiempo, se elimind el medio de cultivo y se lavé
el tapete celular con solucion buffer (PBS) estéril. Considerando la presencia del HVF
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presente en las muestras del ensayo, previamente se debié neutralizar su acciéon con
suero antiespecifico, a fin de dejar expresar la accion del calicivirus en las células CRFK.

Como control positivo del calicivirus se utilizd cepa vaccinal contenida en el biolégico
polivalente comercial, la cual se enfrenté previamente a sueros hiperinmunes
antiespecificos contra HVF-1 y panleucopenia felina (PF), empleando para este ultimo
virus, un suero antiparvovirus canino, basandose en la reaccion cruzada con el virus de la
PF, puesto que ambas entidades pertenecen a la familia Parvoviridae, capaz de
neutralizar su accion.

Se inocularon 100 ul de cada una de las muestras por pocillo junto con 50 pl de suero
hiper anti HVF y parvovirus canino.

Los controles considerados fueron: un control de células como control negativo, un control
de virus cepa de referencia ATCC herpes felino, un control de virus cepa calicivirus
vaccinal neutralizado con sueros hiper antiespecifico contra HVF y PF, empleando para
este ultimo, suero anti-PVC.

Cultivo celular como control negativo
Fotografia: Dra. Luz Cerda

Las muestras inoculadas en la placa de 24 pocillos y los controles se llevaron a una estufa
de cultivo a 37 °C, con una atmosfera de 5% de CO, y 97% de humedad relativa por una
hora, con el objeto de producir la adsorsion del virus a la célula.

Transcurrido el tiempo sefalado, se procedid a eliminar el sobrenadante inoculado, se les
anadié6 medio de mantencion Mem con 2% de suero fetal bovino, mas gentamicina y
anfotericina B en las concentraciones anteriormente indicadas. Se incubaron por espacio
de 36 a 72 h y se observaron diariamente empleando un microscopio invertido a distintas
horas de incubacion, hasta observar la aparicion de dafio en el estrato celular por la
accién del virus contenido en las muestras en estudio. La determinacion de este dafio se
realizé por comparacion del efecto citopatico originado en el control positivo de calicivirus
cepa vaccinal en las células CRFK, previamente neutralizado para el HVF y PF.
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Efecto citopatico del virus en cultivo celular CFR
Fotografia: Dra. Luz Cerda

Una vez obtenidos los aislados virales de cada una de las muestras sospechosas, se
seleccionaron las mas representativas, producto del efecto citopatico evidente. Estos se
inocularon en placas de seis pocillos y su finalidad fue lograr una mayor concentracion de
virus. Posteriormente se conservaron congeladas a -80 °C.

Producido el aislamiento del agente mediante la observacion microscopica de la accion
del calicivirus en las células CRFK, éste se replicod por inoculaciones sucesivas y se logré
una concentracion adecuada para desarrollar las pruebas de RT-PCR y microscopia
electronica.

Para la realizacién de la PCR, se seleccionaron 3 muestras en estudio junto con la vacuna
comercial triple felina.

Para la extraccion de ARN se utilizé el kit Qiagen RNeasy y para la conversién del RNA
viral a DNAc el kit Geneamp Gold RNA, el cual transforma RNA a DNAc gracias a la
accion de la transcriptasa reversa y se realizd la primera PCR. Posteriormente las
muestras fueron sometidas a una segunda PCR, sin la transcriptasa reversa y con el
segundo par de primers, cuya utilidad es formar parte de la PCR interna o también
llamada nested-PCR. Con este resultado final, se agrego a las muestras bromuro de etidio
y azul de bromoferol y se cargaron en un gel de agarosa en la camara de electroforesis
conectada a corriente eléctrica de 80 v. Después de transcurridos 40 minutos se evalud la
presencia de productos de amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
en TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio. Como control y anadlisis de las bandas
amplificadas se fotografi el gel en el transiluminador.

En la microscopia electronica se seleccionaron dos de las muestras que fueron positivas a
la prueba de PCR; se descongelaron y se volvieron a congelar tres veces sucesivas, a fin
de producir la ruptura celular y la liberacion del virus. Posteriormente las muestras fueron
centrifugadas dos veces a 3.000 RPM, durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido
se llevo a ultracentrifugacion a 26.000 RPM, por 30 min a 4 °C. Se elimino el pellet que
contiene restos celulares y particulas de mayor peso molecular y el sobrenadante se
diluyé en agua bidestilada 1:5.
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Se extrajeron 25 pl y se depositaron en una grilla de cobre de 200 mesh, cubierta por una
lamina de parlodeon, sobre ésta se adicionaron 25 pl de tincion acetato de uranilo al 2%.
Posteriormente la grilla se observé al microscopio electronico. Se tomaron fotografias a
98.000 x y 150.000 x, donde se reconocieron particulas que se observaron repetidamente,
especialmente en las zonas donde se encontraban cumulos de restos celulares, algunas
se visualizaron sueltas y con un minimo espacio entre ellas y otras estaban unidas en
pequenos grupos. Estas particulas coincidieron en tamafo y forma con el calicivirus felino.
Se fotografio otra muestra con tincion PTA a 150.000 x, donde se utilizd acido
fosfotungstico al 2% tamponado con KOH de pH 7.

Resultados y discusion

Las muestras en estudio inoculadas en la linea celular CRFK, mostraron evidente dafio
del estrato celular con presencia de células gigantes, aparicion de vesiculas
citoplasmaticas, pérdida de continuidad de la membrana citoplasmatica, células
apoptoticas vy lisis celular total en la medida que aumenté el tiempo de exposicion al virus.
Estas observaciones resultan concordantes con las descritas por diversos autores,
ademas de los efectos citopaticos provocados por la cepa vaccinal de calicivirus en la
misma linea celular CFRK.

Las células inoculadas con cepa de referencia HVF y PF se enfrentaron a los respectivos
sueros hiperinmunes (anti HVF y anti PVC), y mostraron neutralizacion total del efecto
citopatico. Este hecho implica que, al utilizar estos mismos biolégicos en las muestras
problemas, son capaces de neutralizar la acciéon de los virus presentes en las muestras,
permitiendo el desarrollo y expresion viral Gnicamente del calicivirus felino.

Las muestas en estudio resultaron ser positivas a la prueba de la PCR, puesto que las
bandas observadas en el gel de agarosa son totalmente complementarias con las del
control positivo vaccinal.

Las secuencias seleccionadas de los partidores fueron complementarias con el de las
muestras sospechosas; éstas fueron:

0 AACCTGCGCTAACGTGCTTA
o CAGTGACAATACACCCAGAAG
o CCCTTTGTGTTCCAAGCAAATCG

Estas secuencias se obtuvieron de un estudio similar realizado por Marsilio et al. (2005),
donde realizaron técnicas de PCR con cepas de campo de calicivirus felino de ltalia.

Los valores usados en el termociclador fueron: 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 94 °C por 1
min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 1 min, 72 °C por 6 min, T° final de 4°C.

La microscopia electronica mostré viriones en ambas muestras. En las dos analizadas se
determiné que las caracteristicas morfométricas de las particulas virales son plenamente
concordantes con las descritas en otros estudios, puesto que el tamafio de los viriones
fluctud entre 27 y 40 nm.

BOLETIN VETERINARIO OFICIAL, BVO N°9, 2009 4/6
Calicivirus felino en Chile



<1-11

A

g
3
w
o
(v
(=N
—
it
",
]

Microfotografia electronica de calicivirus felino
Fotografia: Dra. Luz Cerda

El analisis morfoloégico permitid determinar que se trataba de viriones cuyos bordes
presentaban hendiduras con simetria icosahédrica.

Los hallazgos diagndsticos obtenidos mostraron particulas que estan de acuerdo con las
descritas en diversas referencias bibliograficas relativas a caracteristicas estructurales y
morfométricas de los calicivirus felino, que presentan concavidades en la periferia,
bordeando una depresién central. Algunos nucleos se presentan destruidos y otros
desplazados. Las particulas virales se presentan con diversas formas, aisladas y también
en racimos.

Las mediciones de los viriones se efectuaron con una regleta de calibraciéon graduada en
décimas de milimetros, y las dimensiones coinciden con las particulas de virus descritas
para los calicivirus.

Con relacion a la presencia del virus de la panleucopenia, no se puede establecer
categéricamente su presentacion, solamente se empled suero hiperinmune antiespecifico
para neutralizarlo, que contenia la cepa vaccinal empleada como referencia, a diferencia
de la certeza que se tiene de la coexistencia del herpes virus y calicivirus en las muestras
provenientes de los animales que cursaban un cuadro respiratorio.

En el afio 2004 se identificd el HVF en Chile en las muestras empleadas en este ensayo.
Se utilizaron cepas vaccinales contenidas en el biolégico polivalente comercial (vacuna
triple felina), con el objeto de lograr un referente estandar, que contenga las tres cepas
virales y asi poder tener un control con las cepas de campo en estudio y comparar los
dafos celulares producidos por los virus y el efecto de los sueros en ellos.
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Posterior al aislamiento del calicivirus se recurrié a dos técnicas (microscopia electronica
y PCR), que permitieron confirmar el aislado viral.

Conclusiones

En células de CRFK se aislo el calicivirus felino, a partir de muestras de secreciones
orofaringeas de gatos con sintomatologia respiratoria.

Se definié un protocolo para el desarrollo de la PCR, prueba que permitié identificar
molecularmente el calicivirus, cepa actuante en Chile, a partir de muestras de animales
que estan cursando la enfermedad.

La cepa de calicivirus identificada es coincidente con las secuencias que poseen las
bases nitrogenadas de la cepa vaccinal y una cepa europea; el ordenamiento de esta
ultima es el modelo utilizado para sintetizar el primer que se empleé para el
reconocimiento del virus nativo y el contenido en las vacunas comerciales aplicadas en el
pais.

Lo anterior permite inferir que las cepas de calicivirus causantes de la enfermedad en
felinos, estan ampliamente difundida a nivel mundial.

Se comprobé la presencia del calicivirus en la muestras de secreciones respiratorias de
gatos enfermos, mediante el desarrollo de un protocolo de microscopia electrénica de
transmisién, las que resultaron ser plenamente coincidentes con las informadas en
diversos estudios cientificos a nivel mundial.
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