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Introduccion.

En México ya es posible realizar el diagnostico del
sindrome disgenésico y respiratorio porcino (PRRS) por
métodos moleculares (4), el aislamiento del virus (3) su
caracterizacion (1).Jlo cudl ayuda a conocer informacion
acerca de la epidemiologia y comportamiento del agente.
Para continuar avanzando en el conocimiento del virus, es
necesario realizar preparaciones virales que sean
inoculadas en cerdos por alguna via para proceder a
realizar ulteriores investigaciones u observaciones (7).
Objetivo. Manipulacion de la linea celular susceptible para
la producciéon a futuro de preparaciones virales de
diferente concentracion, de acuerdo a los requerimientos
para infeccion, asi como de las células donde el agente se
replica con el fin de realizar estudios In Vitro 6 In vivo con
la finalidad de conocer mas acerca del virus del PRRS
(VPRRS).

Material y métodos

Descongelado de vial con células MA-104 (ATCC
No.CRL-2378) a 37°C en agua estéril. Transferencia de la
suspension celular hacia cajas Falcon con Medio Minimo
Escencial de Eagle (EMEM) adicionado con suero fetal
bovino (SFB) al 10% . Incubacion por 24 hs y cambio del
medio. Incubacion por 48 hs y seleccion de los
monoestratos con 80% de confluencia. Inoculacién de
monoestratos celulares contenidos en cajas Falcon de 25
6175 cm® con 1 6 7 ml respectivamente del stock viral
(ATCC No.VR-2332). Incubacion a 37°C con SFB al 3% .
Inspeccion diaria de monoestratos en busca del efecto
citopatico (ECP). Triple congelacion y descongelacion del
monoestrato infectado. Clarificacion de la suspension a
6000 x g por 30 minutos y a 110 000 x g por 1.15 hs en
rotor SW-28 (Beckmann). Resuspension de pastilla en
PBS pH : 7.2. Almacenamiento a — 80°C. Para la titulacion
del stock viral fueron sembrados 35 pozos de una
microplaca con 2 x 10* células / pozo en EMEM al 10%.
Fue incluido un control positivo y otro negativo. Se
incubaron a 37°C por 24 hs y se inocularon con 50 ul de
una suspension con 10 *® dosis infectantes para cultivos
celulares 50% (DICCs, ) del stock viral. Para titular los
preparados se utilizo el método de Reed and Muench.

Resultados

La visualizacion del efecto citopatico positivo indicativo
de una infeccion productiva consistio en: aglomeracion
celular y formacion de “racimos” en las primeras 48 hs
postinoculacion (PI), redondeamiento y desprendimiento
de células a las 72 hs PI y formacion de espacios en el
monoestrato desde el dia 3 PI hasta el desprendimiento y
flotacion del monoestrato completo. Por otro lado, se
obtuvieron dos stock virales que al ser titulados por el

Método antes descrito, obtuvieron un titulo viral de 10 *°
DICCs, y otro de 10 *® DICCs,. El primero fue utilizado
para la obtencion de un stock madre (Token-Freeze) y fue
designado como STOCK1VPRRS y el segundo se utilizo
para la inoculacion de cerdos dentro de una camara de
nebulizacion y se designé como STOCK2VPRRS.

Discusion

Existen varios métodos para aumentar la concentracion de
un stock viral. Puede utilizarse el pasaje en macrofagos
porcinos seguido del pasaje en lineas celulares no porcinas
(2). También se puede utilizar la replicacion viral en un
monoestrato susceptible adicionado con medio minimo
esencial (EMEM) alto en glucosa (5). En este trabajo fue
utilizada la ultracentrifugacion a diferentes velocidades
con la finalidad de ir clarificando la suspension de células
infectadas con el VPRRS. Se utiliz6 el coeficiente de
sedimentacion del género de los arterivirus (214S - 230S)
para calcular el tiempo al cual debia ser centrifugada la
suspension viral (6).
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