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1. Resumen 

 

 

El virus del Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV), produce una 

enfermedad clínica o subclínica, que se caracteriza por un incremento de abortos, de 

lechones nacidos muertos y/o débiles, disminución de la tasa de parición y un aumento en 

el porcentaje de mortalidad en lechones al destete. Este virus es endémico en la mayoría de 

los países productores de cerdos y se asocia con grandes pérdidas económicas. El PRRSV 

tiene un tropismo celular sumamente restringido, tanto in vivo como in vitro, de tal forma 

que todos los estudios in vitro realizados hasta ahora se han realizado en un grupo reducido 

de células (MARC-145, CL2621 y/o MA104). Un factor clave de este tropismo se debe a 

que su entrada a las células es a través de un mecanismo de endocitosis mediada por un 

receptor, donde el heparan sulfato, la sialoadhesina y el CD163 (Cluster of Differentiation 

163) se han identificado como receptores esenciales. Sin embargo, los resultados reportados 

a la fecha son contradictorios e inconclusos. En este trabajo se logró el desarrollo del ciclo 

viral de PRRSV en las líneas celulares VERO, RK-13 y PK-15, asimismo se determinó la 

duración del ciclo de replicación y descripción de los efectos citopáticos y las 

modificaciones que el citoesqueleto de actina desarrolla por la interacción con este virus. 

La presencia del virus fue corroborada por la prueba de suero neutralización en donde se 

logró bloquear la infección con una dilución 1:250 del stock viral. Los efectos citopáticos 

fueron: presencia de células de diferente forma y tamaño, algunas células con apariencia 

rugosa por la presencia de vacuolas, formación de sincitios, emisión de filopodios y lisis 

celular, que se presentaron entre las 17 y las 23 horas posinfección (hpi). La infección de 

las células Vero y RK-13 indujo la formación de filopodios y lamelipodios como 

modificaciones del citoesqueleto de actina. También se exploró si existía alguna diferencia 

en la producción de partículas virales dependiendo de la línea celular, para esto se 

utilizaron cultivos de células RK-13 y Vero, los cuales fueron infectados con la misma 

cantidad de virus y, después de 72 hpi, se realizó la titulación de los viriones producidos 

por el método de Reed-Muench, con esto se determinó que prácticamente no hubo 

diferencia en la cantidad de partículas producidas pues el título viral obtenido en las células 

RK-13 fue de 10
11.49

 TCID50 ml
-1

 mientras que en las VERO fue de 10
11.44

 TCID50 ml
-1

. 

Resulta fundamental desarrollar trabajos adicionales que permitan un mejor entendimiento 

del ciclo de vida de los virus y de sus interacciones con el ambiente celular del huésped 

para conocer los detalles moleculares de la patogénesis viral y permitir el desarrollo de 

nuevas terapias antivirales y/o inmunológicas. 

 

 

 

Palabras clave: PRRSV, ensayos in vitro, PK15, RK13, VERO, efecto citopático, 

receptor.
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2. Introducción 

2.1 Antecedentes de PRRSV 

En 1987 se describían, por primera vez en Carolina del Norte, EUA, epidemias de una 

enfermedad aguda porcina, previamente desconocida, caracterizada por un marcado 

aumento en abortos, lechones débiles nacidos muertos, disminución de la tasa de parición, 

altos porcentajes de mortalidad en cerdos destetados y retraso en el retorno al estro en 

cerdas. (Keffaber 1989; Loula 1991) 

En el mismo año fueron reconocidas epidemias similares en Canadá (Dea et al., 1992). En 

Japón en 1989 (Schimizu et al., 1994), en Alemania en 1990 donde se designó “aborto 

epizootiológico de las cerdas” (Lindhaus y Lindhaus 1991), en Holanda, España, Francia y 

el Reino Unido en 1991 (Wensvoort et al., 1991; White 1991; Meredith 1992), en 

Dinamarca en 1992 (Botner et al., 1994) y, desde 1992, en la mayor parte del resto del 

mundo donde se crían cerdos (Meredith, 1992). También se le ha denominado como 

“enfermedad de la oreja azul” (por un cambio transitorio de color en las orejas de algunas 

cerdas), “síndrome de esterilidad y aborto porcino”, “síndrome epidémico respiratorio y 

abortivo porcino” y “aborto azul” (Molitor et al., 1997).  

Desde 1991 se propuso como denominación internacional “síndrome reproductivo y 

respiratorio porcino” (SRRP) (European Commission, 1991). 

Aunque los datos epidemiológicos de los primeros casos indicaban que se trataba de una 

enfermedad infecciosa, no fue hasta varios años después que se pudo identificar con certeza 

el agente causal (Wensvoort et al., 1991; Collins et al., 1992). 

En 1992, Estrada, Díaz y Corona realizaron el primer reporte con la descripción clínica de 

la enfermedad en México. Este mismo año Correa y su grupo de trabajo reportaron la 

presencia de seroconversión en muestras de cerdos tomadas en rastros. 

En 1997, Doporto et al., realizan la primera descripción clínica, epidemiológica y 

productiva de la enfermedad debido a un brote de campo y, ese mismo año, Ramírez 

Necochea, Sierra y Ávila reportan el primer aislamiento del virus del PRRS a partir de 

muestras obtenidas en cuatro estados de la república mexicana (Guanajuato, Veracruz,
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Estado de México y Puebla). Finalmente, hasta el año de 1999 las autoridades hacen el 

reconocimiento oficial de la presencia de la enfermedad en México (Díaz et al., 2001). 

Debido a que PRRSV es un virus ARN su genoma cambia continuamente por lo que surgen 

rápidamente cepas heterólogas que representan amenazas importantes para la industria 

porcina (Cavanagh, 1997). 

Actualmente, este virus es endémico en la mayoría de los países productores de cerdos y se 

asocia con grandes pérdidas económicas (Díaz et al., 2001).  

 

2.2 Signos Clínicos de la Enfermedad 

El Síndrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRS) es una enfermedad clínica o 

subclínica. En cerdos de engorda causa problemas respiratorios que afectan la conversión 

alimenticia y la ganancia de peso, asimismo hay un aumento en la mortalidad en los cerdos 

jóvenes. En el pie de cría causa aborto e infertilidad de inicio súbito, momificaciones, 

nacimiento de lechones débiles o muertos y aumento en la mortalidad pre-destete. La 

formación de camadas infectadas que portan el virus hacia la etapa de lactancia se debe a la 

capacidad del virus del PRRS para ocasionar infección persistente y diseminarse de manera 

vertical y horizontal a partir de las hembras infectadas, tanto hacia el útero como a la 

descendencia antes del destete (Dee S., 2006). Las cerdas que se infectan en la fase final de 

la gestación pueden infectar a sus crías de manera transplacentaria y/o congénitamente 

mediante el semen de verracos infectados, lo cual propicia el nacimiento de animales 

persistentemente infectados (Benfield et al., 1992). Adicionalmente, el virus de PRRS 

puede ser eliminado a través del calostro y leche (Wagstrom et al., 2000). Por otra parte, la 

eliminación del virus por saliva, orina y quizás heces da como resultado la total 

contaminación del ambiente (Nauwynck et al., 1999). 

Los animales infectados con síntomas clínicos o recuperados son portadores inaparentes 

que se mantienen virémicos durante semanas y/o meses por lo que actúan como reservorios 

para los lechones destetados que han perdido la inmunidad materna. Existen huéspedes no 

porcinos aunque su papel en la epidemiología del PRRSV es incierto (Zimmerman et al., 

1997). Los roedores no son susceptibles a este virus (Hooper et al., 1994). 

Un componente muy importante de esta enfermedad es el desarrollo de infecciones 

secundarias. Los cerdos jóvenes son más susceptibles a la infección por PRRSV y más
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propensos a tener infecciones secundarias asociadas con uno o varios patógenos, dentro de 

estos se destacan Mycoplasma hyopneumonia (Neumonía Enzoótica), Salmonella cholera 

suis (Salmonelosis Porcina), Haemophilus parasuis (Enfermedad de Glässer), 

Actinobacillus pleuropneumonia (Pleuroneumonía Porcina),,Streptococus suis, 

Paramyxoviridae (Ojo Azul) y Herpesviridae (Aujeszky)  (Zimmenman et al., 2006) 

 

Con fines de diagnóstico, el virus se ha aislado de muchos tejidos, principalmente de 

tonsilas, pulmones, bazo, timo, plasma, riñones, corazón y cerebro, aunque se prefiere 

utilizar el suero (Pol et al., 1991; Collins et al., 1992; Magar et al., 1995). No deben usarse 

sueros de animales recién vacunados con virus vivo modificado ya que la vacunación 

induce la eliminación del virus durante tres a seis semanas después de su administración 

(Méndez, 1996). 

2.3 Diagnóstico serológico de PRRS. 

Además de los métodos virológicos, la serología representa una poderosa herramienta para 

la detección de PRRSV en poblaciones de cerdos con el fin de determinar el estado de salud 

de un hato (libre o infectado) y confirmar la participación de PRRSV en los signos clínicos 

observados. En la siguiente tabla se muestran las características de los métodos utilizados 

para la detección de anticuerpos contra PRRSV. 

 

Tabla 1. Principales pruebas serológicas usadas en el diagnóstico de PRRS. 

 

Prueba 

 

Título* 

 

Fase Aguda 

 

Fase Tardía 

Tipo de 

Inmunoglobulina 

Inmunofluorescencia ›20 5-7 días 

7-11 días 

21-28 días 

1-2 meses 

IgM, 

IgG 

Inmunoperoxidasa ›20 5-9 días 10-11 meses IgG 

ELISA ›0.4 9-13 días 4-10 meses IgG 

Sueroneutralización ›2 9-28 días ›1 año IgG 

* = Título que se considera positivo en cada prueba. Tomado de Méndez, 1996. 

 

2.4 Características del Virus 

Una gran cantidad de estudios (Benfield et al., 1992; Conzelman et al., 1993; Dea et al., 

1992; Wensvoort et al., 1992; Meulenberg et al., 1993) indican que el PRRSV está 

estrechamente relacionado, desde el punto de vista biológico, estructural y genético, a los



7 

 

virus de la arteritis equina (VAE), al de la láctico deshidrogenasa del ratón (VLD) y de la 

fiebre hemorrágica del simio (VFHS). En base a estas propiedades comunes, PRRSV se 

agrupa en el género Arterivirus, de la familia Arteriviridae, orden Nidovirales (Cavanagh 

1997). 

El PRRSV es un virus ARN envuelto, de cadena simple y polaridad positiva. El genoma del 

PRRSV es de 15-kb y contiene ocho marcos de lectura (ORFs) denominados ORF1a, 

ORF1b y ORFs 2 a 7 en sentido 5’ a 3’que codifican proteínas virales específicas (Wootton 

et al., 2002) y esta organización es similar a la de otros Arterivirus y Coronavirus 

(Plagemann y Moenning 1992).  

Su nucleocápside es icosaédrica con un diámetro de 25-30 nm y posee una densidad de 

1,18-1,19 g/ml en cloruro de cesio y de 1,13-1,15 g/ml en gradiente de sacarosa (Benfield 

et al., 1992; Dea et al., 1992; Wensvoort et al., 1992). 

Dentro de sus características fisicoquímicas PRRSV es estable durante periodos 

prolongados (meses a años) a temperaturas de -70ºC y -20ºC. Pueden detectarse títulos 

bajos de virus infeccioso durante 1-6 días a 20-21ºC; de  3 a 24 horas a 37ºC y 6-20 

minutos a 56ºC. La estabilidad térmica en tejidos y suero es similar a la descrita, cuando el 

suero se mantiene a entre 4 y hasta -20ºC, el virus se aísla del 85% de las muestras después 

de 72 horas (Van Alstine et al., 1993). Es estable a pH 6.5-7.5, pero la infectividad se 

pierde con rapidez a pH por debajo de 6 y arriba de 7.5. (Benfield et al., 1992; Bloemraad 

et al., 1994) 

Dada la gran diversidad existente entre los distintos tipos de PRRSV, estos se agrupan en 

dos grandes grupos antigénicos; europeo (virus de Lelystad) y americano (VR-2332) 

(Molitor et al., 1997). 

Entre las propiedades importantes de los arterivirus, desde el punto de vista clínico, está su 

capacidad para: 1) producir infecciones asintomáticas, persistentes, así como enfermedades 

graves y con frecuencia mortales; 2) replicarse en macrófagos y 3) mostrar una 

considerable plasticidad de su genoma (Plagemann, 2004). 

 

2.4.1 Proteínas virales 

Es importante mencionar que el virion de PRRSV contiene tres proteínas estructurales 

mayores o principales; GP5, M y N (figura 1). La proteína N es el componente principal de



8 

 

la nucleocápside y se va a localizar en el nucléolo de la célula huésped. Aunque no es 

esencial para la replicación in vitro, juega un papel importante en la patogénesis del virus 

ya que, durante su replicación, es altamente antigénica y la más abundante en la partícula 

viral. Otro hecho importante es que contiene una región conservada en los aislados 

americanos y europeos (Rowland et al., 2003). En la siguiente figura se ilustran los 

principales componentes del PRRSV. 

 

PROTEÍNAS ESTRUCTURALES                                      PROTEÍNAS ESTRUCTURALES 

MENORES                                                                                  MAYORES 

 

 

Figura 1. Representación esquemática del virus del PRRS. Se ilustran las proteínas 

estructurales mayores; GP5, Glicoproteína de envoltura, 25 kDa, codificada en el ORF5 

(Otroski et al., 2002; Wissink et al., 2003; Plageman, 2004). M, Proteína de membrana, no 

glicosilada de 18 kDa codificada en el ORF6 (Bastos et al., 2002; Delputte et al., 2002). N, 

Proteína de la nuclocápside, de 15 kDa, codificada en la ORF7 (Rowland, 2003). Por otro 

lado, las proteínas estructurales menores; GP2, de 29 kDa. GP3, de 42 kDa. GP4, de 31 

kDa, todas ellas glicosiladas y codificadas en las ORF2, ORF3 y ORF4, respectivamente 

(Meulenberg,1997).
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2.5 Ciclo viral y estudios in vitro 

En su huésped el PRRSV tiene un tropismo celular restringido. Este virus fue aislado en 

cultivos primarios de macrófagos alveolares porcinos (PAMs) y así, estas células tanto 

como los monocitos sanguíneos, son las únicas células porcinas que pueden efectivamente 

ser usadas para la propagación viral in vitro. Estudios de hibridación in situ han establecido 

que el virus también infecta macrófagos de bazo, hígado, placas de peyer, timo y microglia. 

Sin embargo, son refractarios los macrófagos peritoneales y las células de la médula ósea 

(Therrien 2000, Delputte et al., 2007). 

Existen dos clonas celulares no porcinas que son permisivas, MARC-145 y CL2621, ambas 

derivadas de la línea celular de riñón de mono, MA104, por lo que son usadas 

rutinariamente para propagación in vitro de cepas vacunales y de campo (Therrien 2000). 

Se ha demostrado que la no unión de PRRSV a las células es un factor determinante de su 

tropismo celular. También se ha determinado que PRRSV entra a los PAMs y a las células 

MARC-145 por endocitosis mediada por un receptor (Therrien 2000). 

En macrófagos, el heparan sulfato es el receptor que media la unión de PRRSV y se ha 

demostrado que la proteína de la matriz viral es una proteína de unión a heparina, 

sugiriendo su papel potencial como el ligando viral para el heparan sulfato (Delputte 2007). 

Asimismo, se ha identificado a la sialoadhesina (Sn) como un receptor esencial para 

PRRSV que media la unión y la internalización de PRRSV en los macrófagos (Delputte 

2007). Deben existir otros factores, aún no identificados, esenciales para la infección 

productiva, dado que la expresión de Sn en células no permisivas a PRRSV, tales como 

PK-15, permite la internalización del virus pero no su desnudamiento, ni la liberación del 

genoma o la producción de virus infecciosos (Delputte 2007). 

El PRRSV no sólo se une a células permisivas como los monocitos, PAMs y MARC145, 

sino que otras líneas celulares, conocidas por ser refractarias a la infección de PRRSV, 

también pueden unir al virus a su superficie. Sin embargo, la unión de PRRSV a las células 

huésped no necesariamente conduce a una infección productiva, las bases de la replicación 

restrictiva de PRRSV en ciertos tipos celulares también se basa en que los pasos 

subsecuentes tienen que ser superados exitosamente antes de que se puedan producir 

nuevas partículas virales (Therrien, 2000). 
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Diversos datos indican que las cepas Europeas de PRRSV son aisladas de manera más 

exitosa en PAMs, mientras que la gran mayoría de cepas Norteamericanas pueden ser 

aisladas en subpoblaciones establecidas de células de mono. Aún no se conocen las 

características compartidas entre estas líneas celulares y los PAMs que hacen posible el 

desarrollo de la infección por PRRSV (Therrien 2000). 

La infección de PRRSV ha sido extensamente estudiada en MARC-145, una línea celular 

permisiva derivada del riñón de mono. Estudios previos han establecido que la replicación 

de PRRSV en células MARC-145 muestra un curso complejo; con la detección de 

antígenos de PRRSV después de 10-20 hpi y la emergencia de focos de daño ECP(Efecto 

Citopático) sobre los siguientes 3-4 días (Cafruny 2006). 

Asimismo, se demostró la presencia de un crecimiento logarítmico de PRRSV en las 

células MARC-145 que culmina después de 3-4 días con la muerte de la mayoría de las 

células. La difusión secundaria de la infección de PRRSV ocurre por difusión célula a 

célula, como se demostró por la emergencia de grupos de células infectadas en monocapas 

confluentes de células MARC-145, lo cual precedió a los ECP inducidos por PRRSV 

(Cafruny 2006). 

Los efectos citopáticos se caracterizan por el redondeo de las células, aglutinación y lisis, 

las células infectadas muestran la membrana citoplasmática erizada, observándose una 

marcada granulación posterior a la destrucción de la monocapa, dicho proceso transcurre 

entre 36 a 48 hpi (Benfield et al., 1992; Mardassi et al., 1994). 

La cabal comprensión del tropismo celular restringido de PRRSV será muy útil para 

mejorar la comprensión de su patogénesis y para el diseño de estrategias preventivas y 

terapeúticas futuras (Cafruny 2006, Therrien 2000). 

 

2.6 Citoesqueleto 

Debido a las muchas funciones celulares en las cuales está involucrada la actina, no es 

sorpresivo que muchos patógenos intracelulares interactúen con la actina y sus vías de 

señalización (Stevens et al., 2006). Se ha reportado que algunos virus explotan el 

citoesqueleto de las células del huésped en formas fascinantes para facilitar aspectos
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importantes de su ciclo como puede ser la entrada, replicación, egreso, transporte y difusión 

intercelular (Sodeik B, 2000; Pelkmans et al., 2001). 

El citosol de las células eucariontes está sostenido por un citoesqueleto formado por tres 

redes muy organizadas de proteínas filamentosas. El citoesqueleto es el andamio estructural 

que se extiende por el citoplasma y brinda el mantenimiento de la morfología celular, y 

ayuda en funciones como movilidad, migración (de organelos y otras estructuras) y división 

celular. Siendo la estructura dinámica que se reorganiza continuamente según las células se 

mueven y cambian su forma (Cooper., 2006). Las redes del citoesqueleto están compuestas 

de filamentos de actina o microfilamentos, filamentos intermedios y microtúbulos que se 

mantienen juntos y a su vez unidos a los organelos intracelulares y a la membrana 

plasmática mediante varias proteínas accesorias (Alberts., 2008). La Actina se considera el 

20% de la proteína citoesquelética total de la célula, siendo la más importante de la mayoría 

de las células, ya que se polimeriza para formar filamentos (fibras delgadas y flexibles de 

aproximadamente 7 nm de diámetro y hasta varios micrómetros de longitud), éstos 

filamentos se organizan en estructuras de orden superior, formando haces o redes 

tridimensionales (Favoreel et al., 2005; Smith y Wood, 1997). 

El ensamblaje y desamblaje de estos filamentos, sus uniones cruzadas para constituir haces 

y redes, y su asociación con otras estructuras celulares, se regulan mediante las proteínas 

(ARPs) o de unión (ABPs) a actina globular (actina G) o filamentosa (actina F) (Alberts et 

al., 2008). 

Los filamentos de actina forman una red abundante debajo de la membrana plasmática 

(corteza celular) que proporciona propiedades sólidas y maleables al mismo tiempo que 

influyen en la forma y movimientos celulares lo que posibilita que las células puedan 

migrar, endocitar y dividirse (Cooper, 2006). El ensamblaje de los microfilamentos 

participa en el comportamiento exploratorio de células con cuerpo lábil es decir, la 

formación de filopodios, lamelipodios y ondulaciones de la membrana o ruffling (Dieguez, 

2008). 

Nucleación es la formación de un pequeño agregado constituido por tres monómeros de 

actina, siendo el primer paso en la polimerización de esta proteína. Los filamentos son 

capaces de crecer por la adición reversible de monómeros en ambos extremos, pero uno de
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ellos (el extremo mas) crece de cinco a diez veces más rápido que el otro extremo (extremo 

menos) (Favoreel et al., 2005). 

Por medio de la bioquímica y la genética tradicional se ha descubierto que los monómeros 

de algunos componentes del citoesqueleto presentan variaciones entre ellos, mismas que 

producen diferentes propiedades biológicas en los polímeros. Los monómeros de actina 

pueden unir ATP, el cual se hidroliza a ADP tras el ensamblaje del filamento. Aunque esta 

molécula no es necesaria para la polimerización, los monómeros de actina que la tienen 

unida polimerizan más rápido que aquellos que tienen unido ADP (Alberts et al., 2008). 

Siendo la polimerización de actina  reversible los filamentos se pueden despolimerizar por 

la disociación de monómeros, lo que permite que estos filamentos se descompongan 

cuando sea necesario (Gouin et al., 2005). De esta manera se realiza el equilibrio entre 

monómeros de actina y filamentos que depende de la concentración de los monómeros 

libres (Cooper, 2006). 

Debido a que la actina–ATP se disocia con menos facilidad que la actina–ADP, la 

concentración crítica de monómeros que es necesaria para la polimerización de los 

extremos será diferente, lo que  puede dar lugar al fenómeno conocido como intercambio 

rotatorio o “treadmilling”. Para que el sistema se encuentre en un estado de equilibrio 

general, la concentración de monómeros libres debe ser intermedia entre las 

concentraciones críticas requeridas para la polimerización de los extremos más y menos. 

(Alberts et al., 2008). 

Cofilina, Profilina y el Complejo Arp2/3 son las proteínas asociadas a actina y sus 

actividades están controladas por una variedad de mecanismos señalizadores celulares, que 

permiten que la polimerización de actina se regule apropiadamente en respuesta a estímulos 

ambientales (Gouin et al., 2005). 

De esta manera, las proteínas pueden actuar conjuntamente para estimular la renovación de 

los filamentos y la remodelación del citoesqueleto, lo que es necesario para una diversidad 

de movimientos celulares y cambios en la forma de la célula. Esto es una gran tarea y, en 

algunos tipos celulares, el ensamblaje y desamblaje de los filamentos es responsable de la 

mitad de la hidrólisis de ATP en la célula (Cooper, 2006). 

Los filamentos de actina se ensamblan en dos tipos generales de estructuras, denominados 

haces y redes de actina, que desempeñan distintos papeles en la célula.
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En los haces, los filamentos están entrecruzados por proteínas de unión a actina (fimbrina y 

α-actinina) que las entrecruzan y las disponen en estructuras paralelas estrechamente 

agrupadas. En las redes, los filamentos de actina están unidos a la filamina (proteína de 

unión a actina) que provoca que los filamentos se relacionen formando casi un ángulo 

recto, con lo cual toman una disposición más holgada y forman mallas tridimensionales que 

adquieren las propiedades de los geles semisólidos (Alberts et al., 2008). Los microtúbulos 

son cilindros largos, huecos, hechos de tubulina y más rígidos que los filamentos de actina 

tienen un extremo unido a un centro organizador de microtúbulo, por su parte los 

filamentos intermedios son fibras similares a cuerdas formadas por proteínas como la 

(desmina, sinemina y vimentina) que construyen una familia heterogénea, algunos tipos se 

extienden por todo el citoplasma para dar la fuerza mecánica a la célula (Alberts et al., 

2008). 

El remodelado del citoesqueleto es un proceso fundamental en la respuesta de muchas 

células a los factores de crecimiento y a otros estímulos extracelulares, de esta manera se 

incluye la formación de evaginaciones de la superficie celular llamados filopodios 

(proyecciones rígidas y delgadas), lamelipodios (proyecciones regulares delgadas y 

laminares) y ondulaciones en la membrana, así como la formación de adhesiones focales y 

fibras de tensión (Alberts et al., 2008). 

Es necesario un mejor entendimiento del ciclo de vida de los virus y de las interacciones 

con el ambiente celular del huésped para conocer los detalles moleculares de la patogénesis 

viral y permitir el desarrollo de nuevas terapias antivirales y/o inmunológicas (Kallewaard 

et al., 2004; Cafruny et al., 2006). 



14 

 

3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo General 

 

Describir las características del ciclo viral y evaluar su desarrollo in vitro. 

 

3.2 Objetivos Particulares 

 

a. Describir los efectos citopáticos y la duración del ciclo viral en las células VERO, RK-13 

y PK-15. 

b. Corroborar por virus-sueroneutralización la presencia del virus del PRRS. 

c. Señalar las modificaciones que el citoesqueleto de actina desarrolla durante la interacción 

del virus del PRRS con las líneas celulares VERO y RK-13. 

d. Determinar el tiempo post-infección al cual se desarrollan los efectos citopáticos y las 

modificaciones del citoesqueleto de actina. 

e. Valorar la producción de partículas virales en las líneas celulares VERO y RK-13. 
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4. Materiales y Métodos 

4.1 Virus y cultivos celulares 

Para realizar este trabajo se utilizaron muestras de suero provenientes de cerdos infectados 

con el virus y con diagnóstico positivo previo realizado mediante ELISA (Porcine 

Reproductive and Respiratory Syndrome; Virus Antibody Test Kit, PRRS 2XR; 

HerdChek* IDEXX
® 

Laboratories), dichas muestras provenían de un brote de campo 

ocurrido en una granja comercial, ubicada en Mérida, Yucatán. Los cultivos celulares 

utilizados fueron: Vero (Epiteliales de Riñón de mono Verde Africano), RK-13 (Epiteliales 

de Riñón de Conejo) y PK-15 (Epiteliales de Riñón de Cerdo). Las células fueron crecidas 

en Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con Suero Fetal Bovino 

(SFB) al 5% y mantenidas a una temperatura de 37° C y en una atmósfera de CO2 al 5%. 

 

4.2 Ensayos de infección en células PK-15, RK-13 y VERO 

Los sueros provenían de muestras de sangre obtenidas de 10 animales que habían 

presentado la signología característica de la enfermedad, además de tener el diagnóstico 

positivo por ELISA. En la tabla 2 se señalan algunas características de los animales 

muestreados. 

Tabla 2. Características de los animales muestreados. 

Muestra Sexo Otras características  

1   - Sin identificación 

2 M Raza Duroc 

3 M Raza Landrace 

4 M Lechón muerto por problema respiratorio 

5 M Lechón muerto por problema respiratorio 

6 H Raza Landrace (1) 

7 H Raza Landrace (2) 

8 M Cerdo de engorda (1) 

9 M Cerdo de engorda (2) 

10 M Cerdo de engorda (3) 
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Los sueros de los diez animales fueron utilizados como el medio de infección primario, de 

tal forma que se realizaron ensayos de infección en las líneas celulares RK-13, Vero y PK-

15. Dichos ensayos fueron realizados en placas de cultivo de 24 pozos y cada uno de los 

cultivos fue infectado con 30 µl de suero y mantenidos en incubación durante las siguientes 

72 horas, después de lo cual se realizó la observación al microscopio invertido y, 

finalmente, se obtuvieron las imágenes fotográficas. Estos ensayos fueron realizados por 

duplicado. Con cada ensayo de infección se manejo un cultivo sin infectar (cultivo control). 

Posteriormente, se realizaron nuevos ensayos de infección en cajas de 60 mm, estos 

cultivos fueron inoculados con 30 µl de los sueros seleccionados previamente (muestras 2, 

4 y 7).  

 

4.3 Detección del virus de PRRS mediante virus suero neutralización. 

 

Para obtener suero hiperinmune se desarrolló un calendario de inmunización, en el que se 

inocularon dos cerdos de siete semanas de edad con una vacuna comercial (Ingelvac® 

PRRS MLV, Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.). El calendario de vacunación se 

mantuvo hasta alcanzar un total de 4 inmunizaciones en cada lechón, a su vez, cada semana 

se realizaba una toma de sangre y en el suero obtenido se monitoreaba el nivel de 

anticuerpos inducidos (kit de Elisa para la detección de Anticuerpos frente al virus de 

PRRS, laboratorio IDEXX Herd Chek, lote 06-04404-06). Los resultados obtenidos 

permitieron seleccionar la muestra del animal en el cual se logró inducir el nivel más 

elevado de anticuerpos. Esta parte del trabajo se realizó en las instalaciones de CENASA en 

las áreas de Cuarentena y Desafío de biológicos. Los anticuerpos inducidos fueron usados 

para realizar la prueba de virus suero neutralización. Para ello, inicialmente se realizó la 

descomplementación del suero (56º C durante 30min). Por otro lado se realizaron 

diluciones seriadas del stock viral (1:10, 1:50, 1:250, 1:1250), se mezclaron 200 l de cada 

una de las diluciones virales con 200 l del suero hiperinmune y se incubaron por 60 

minutos a temperatura ambiente. En esta prueba se utilizaron células RK-13 sembradas en 

una placa de 96 pozos. 
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Finalmente, se agregaron 100 l de cada uno de estos tubos a un pozo con células RK13, se 

permitió la adsorción viral por 60 min, se retiró el virus no adsorbido y se agregaron 400 l 

de DMEM con 5% de suero fetal bovino. Estos cultivos fueron incubados por 72 horas a 

37° C antes de revisar los resultados. 

 

4.4 Estudio del citoesqueleto 

 

En una caja de Petri de 60 mm se sembraron tres cubreobjetos con células RK-13 y Vero, y 

para permitir su crecimiento fueron incubadas por 4 hrs a 37ºC. Después de lo cual cada 

caja fue infectada con 30 µl del suero previamente seleccionado (M2) y se incubaron por 

otras 21 horas adicionales. Junto con estos cultivos se manejó otra caja con cultivos que no 

fueron infectados y que se utilizaron como cultivos control. 

A las 19, 20 y 21 horas postinfección (hpi) se retiraron dos cubreobjetos; infectado y 

control. Cada uno de los cuales fue fijado con 1 ml de paraformaldehído al 4% en 

amortiguador salino de fosfatos (PBS) por 10 min a temperatura ambiente (TA), 

posteriormente fueron lavados con PBS y bloqueados con una solución de albúmina al 1%. 

Se permeabilizaron con Tritón-X-100 al 0.5% en PBS. Sobre cada cubreobjeto se colocaron 

50 µl de faloidina rodaminada (Sigma, cat. P1951) diluída 1:150 en PBS durante 30 

minutos a TA en cámara húmeda, al final fueron lavados con PBS y agua desionizada, y 

montados sobre un portaobjetos con el medio de montaje para fluorescencia Sc24941 

(Santa Cruz Biotechnology). Posteriormente, se hizo la observación al microscopio de 

fluorescencia y se realizó el registro fotográfico. 

 

4.5. Evaluación de la producción de partículas virales 

 

Para este propósito se realizaron cultivos de células RK-13 y VERO en una placa de 96 

pozos. Por otra parte, se realizaron diluciones seriadas (1:10) de la solución stock del virus 

de PRRS. Para ello en cada tubo se depositaron 540 µl de DMEM.  

Posteriormente, se depositaron 60 µl de la muestra 2 en el tubo 1 y, a partir de éste, se 

realizaron 14 diluciones seriadas (1:10). Para realizar la evaluación sólo se utilizaron las 
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últimas nueve diluciones (10
-6

 a 10
-14

). Así, los pozos de las columnas 1 - 9 fueron 

infectados con las diluciones previamente elaboradas, mientras que los pozos de la columna 

10 no fueron infectados (pozos control). Todos los cultivos fueron mantenidos por 72 horas 

en una incubadora a 37º C y bajo una atmosfera de CO2 al 5%. Posteriormente, se hizo la 

revisión de los pozos y la evaluación de la prueba por el método Reed and Muench (tablas 

3 y 4). 
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5. RESULTADOS 

5.1. Ensayos preliminares 

Con el fin de determinar si las muestras de suero recibidas portaban el agente viral viable, 

se inocularon cultivos de las líneas celulares RK-13, PK-15 y VERO con 30 l de cada uno 

de los sueros (tabla 2), se incubaron por 36 horas y, posteriormente, se observaron al 

microscopio invertido. En todos los casos se encontró que las células habían desarrollado 

efectos citopáticos (ECP). En las células PK-15, el ciclo viral se desarrolló de manera tan 

rápida que a las 20 horas postinfección (hpi) las células ya presentaban lisis y no fue 

posible apreciar los ECP. En las células RK-13 y VERO los ECP fueron más evidentes por 

lo que se decidió que el resto de los experimentos sólo se realizarían en estas líneas. 

Asimismo, estos ensayos preliminares permitieron la selección de los sueros 2, 4 y 7 como 

el origen primario del virus para los ensayos subsecuentes ya que fueron capaces de inducir 

ECP evidentes a tiempos postinfección más cortos. 

Los cambios celulares fueron observados al microscopio invertido, se obtuvo el registro 

fotográfico y, en cada imagen, se señalan los ECP encontrados. Cabe señalar que los 

cultivos fueron monitoreados durante las primeras 72 hpi, dado que los ECP no se 

presentan al mismo tiempo en todos los cultivos, y en cada una de las figuras se indica el 

tiempo postinfección al cual aparecieron. 

 

 

5.2. Prueba de suero neutralización 

De acuerdo a los hallazgos observados en los ensayos preliminares se buscó explorar si los 

cambios celulares eran producto de la replicación de PRRS y que no pudieran estar siendo 

provocados por otros factores, para esto se hizo la detección del virus mediante la prueba de 

suero neutralización empleando un suero hiperinmune producido por nosotros mismos a 

partir de la inoculación de dos lechones con la vacuna Ingelvac. Después de realizar esta 

prueba se determinó que la infección viral fue bloqueada a la dilución de 1:250 (figura 2). 
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Figura 2. Ensayo de suero neutralización realizado en células RK-13. La infección in 

vitro fue bloqueada de manera específica mediante una prueba de suero virus 

neutralización. A) Cultivo sin infectar (-). B) Cultivo infectado con el stock viral (+). C) 

Cultivo infectado con una dilución 1:50 del stock viral bloqueado con suero hiperinmune, 

la presencia de ECP es evidente. D) Cultivo infectado con una dilución 1:250 del stock 

viral bloqueado con suero hiperinmune, a esta dilución el suero hiperinmune logra bloquear 

al virus y ya no hay signos de infección en el cultivo. Imágenes tomadas en el microscopio 

invertido, 250×. 
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5.3. Desarrollo del ciclo viral en las células PK-15 

 

Las células PK-15 son células derivadas de riñón de cerdo, por lo cual era interesante 

explorar la manera en que se podría desarrollar el ciclo viral de PRRSV, para ello se 

infectaron cultivos con los sueros seleccionados (2, 4 y 7) y se mantuvieron en observación 

hasta que los ECP aparecieron. 

En la figura 3, se evidencia que los ECP no aparecieron al mismo tiempo, ni fueron 

similares a los cultivos anteriores, ya que con cualquiera de los inóculos empleados, entre 

las 20 y 23 hpi, las células ya presentaban lisis celular, sin que se pudiesen apreciar los 

ECP, exceptuando la vacuolización. Las células del cultivo control conservaron su 

morfología durante todo el estudio. Con este ensayo se encontró que en esta línea celular el 

tiempo empleado para desarrollar la lisis celular es tan rápido que no es posible observar 

los ECP, por este motivo se decidió no utilizar estas células en el resto de los experimentos. 
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Figura 3. Cultivos de células PK-15 infectados con sueros positivos a PRRSV. Los 

cultivos fueron monitoreados en busca de ECP a diferentes tiempos postinfección. A) 

Cultivo control. B) Cultivo infectado con la muestra 2 a las 20 hpi se observa una completa 

vacuolización (1), pérdida de la forma celular (1) y lisis (2). C) Cultivo infectado con la 

muestra 4 a las 21 hpi, se aprecian células de diferente tamaño (flechas) y con apariencia 

rugosa (1). D) Cultivo infectado con la muestra 7 a las 23 hpi, observándose vacuolas 

dentro de las células (flecha). Imágenes tomadas en el microscopio invertido, 250×. 
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5.4. Desarrollo del ciclo viral en las células RK-13 

 

Con el fin de describir con mayor detalle el desarrollo de los ECP y determinar el tiempo 

post-infección al cual aparecen, se desarrollaron ensayos de infección en cultivos de células 

RK-13. Los resultados obtenidos (figura 4), indican que el cultivo inoculado con la 

muestra 2 fue el primero en el que aparecieron los ECP (17 hpi), algunas células estaban 

formando grupos, lo cual sugiere el inicio de la formación de sincitios, además se observó 

la presencia de vacuolas dentro del citoplasma y filopodios, y aunque no es evidente en la 

imagen, existía una lisis celular masiva por lo que se encontró una menor cantidad de 

células. Después de 18 hpi en el cultivo inoculado con la muestra 4 las células comenzaron 

a presentar los mismos cambios celulares ya descritos, excluyendo la lisis celular. 

El cultivo inoculado con la muestra 7 presentó, de la misma manera, filopodios, vacuolas y 

formación de grupos, cabe mencionar que en este cultivo el periodo empleado fue más 

largo (19 hpi). En contraste, las células del cultivo control conservaron hasta el final del 

periodo de observación la misma morfología. 
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Figura 4. Cultivos de células RK-13 infectados con sueros positivos a PRRSV. Los 

cultivos fueron monitoreados en busca de cambios celulares a diferentes tiempos 

postinfección. A) Cultivo control. B) Cultivo infectado con la muestra 2 a las 17 hpi, 

mostrando una célula (flecha) con fuerte vacuolización y una gran cantidad de filopodios. 

C) Cultivo infectado con la muestra 4 a las 18 hpi, en el cual se observa la formación de un 

sincitio (1). D) Cultivo infectado con la muestra 7 a las 19 hpi, con presencia de pequeños 

filopodios (1), gran cantidad de vacuolas (2) y formación de sincitios (3). Imágenes 

tomadas en el microscopio invertido, 250×. 
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5.5. Desarrollo del ciclo viral en las células VERO 

 

Con el propósito de describir el desarrollo del ciclo viral y determinar el tiempo post-

infección al cual aparecen los ECP, se infectaron cultivos de células VERO con los sueros 

previamente señalados (2, 4 y 7) y se mantuvieron en observación hasta que las células 

desarrollaron los ECP. 

Como se ilustra en la figura 5, el tiempo empleado para desarrollar los ECP, en general, 

fue más corto (17 hpi) que en las células RK-13, adicionalmente los ECP no fueron tan 

evidentes lo cual es una diferencia notable entre las células VERO y RK-13. 

El cultivo inoculado con la muestra 2 presentó lisis celular masiva por lo que una gran parte 

de la monocapa está ausente y las pocas células presentes se observan completamente 

vacuolizadas, su apariencia es rugosa y hay pérdida de la morfología celular.  

El cultivo inoculado con la muestra 4, a las 17 hpi ya presentaba células redondeadas y 

aglutinadas. Mientras que en el cultivo inoculado con la muestra 7, a las 20 hpi las células 

presentaban su forma alterada, de redonda a irregular y con proyecciones largas, que 

estaban formando puentes intercelulares, asimismo fue evidente que en esta muestra los 

ECP se desarrollaron un poco más lento (20 hpi). Por su parte las células del cultivo control 

conservaron sus características morfológicas hasta el final del periodo de observación. 
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Figura 5. Cultivos de células VERO infectados con muestras de sueros positivos a 

PRRSV. Los cultivos fueron monitoreados con el fin de detectar la presencia de cambios 

celulares. A) Cultivo control. B) Cultivo infectado con la muestra 4 a 17 hpi, se observan 

células aglutinadas (1), grandes filopodios (2) y vacuolización (3). C) Cultivo infectado con 

la muestra 2 a las 17 hpi se observa una célula completamente vacuolada y con pérdida de 

la forma celular, sincitio y filopodios. D) Cultivo infectado con la muestra 7 a las 20 hpi, se 

observan células alargadas (flechas). Imágenes tomadas en el microscopio invertido, 250×. 
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5.6. Efecto sobre el citoesqueleto de actina de las células RK-13 

Con el fin de determinar el papel que desempeña el citoesqueleto de actina en los cambios 

morfológicos observados durante el desarrollo del ciclo viral, se infectaron cultivos 

crecidos en cubreobjetos con la muestra 2 y, posteriormente, fueron expuestos a faloidina 

rodaminada y observados al microscopio de epifluorescencia. 

Es importante indicar que desde las 18 hpi ya se aprecian cambios en la morfología celular. 

En las siguientes imágenes (Fig. 6 C y D) se destaca la presencia de lamelipodios, las 

cuales son láminas de espesor muy fino que rodean a la célula y, de la superficie de estas 

láminas, se emiten transitoriamente algunas prolongaciones delgadas y largas llamadas 

filopodios. Por su parte, al contacto de los lamelipodios con el sustrato, las células se 

extienden y muestran una apariencia alargada (Fig. 6 B, C y D) y aún son aparentes las 

fibras de tensión (Fig. 6 A, B y D). 
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Figura 6. Cambios en el citoesqueleto de actina de células RK-13 infectadas con el
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PRRSV. A) Cultivo control, se observan las células con corteza definida y organizada 

(flecha). B) A las 18 hpi, se observan largos filopodios (flechas). C) A las 19 hpi, se 

observan células dispersas y con un gran número de filopodios (1) y lamelipodios (flechas). 

D) A las 20 hpi, se muestran lamelipodios (flecha) y un larguísimo filopodio (1). Imágenes 

tomadas en el microscopio de epifluorescencia: C 200×; A, B y D 400×. 

 

También se muestra en detalle el cambio morfológico de las células RK-13 a las 19 hpi 

(Fig. 7), se observa una célula muy grande con un sinnúmero de filopodios de diferentes 

tamaños y condensaciones focales de actina en los extremos de dichos filopodios (Fig. 7 

A). Esta gran célula parece corresponder a un sincitio, lo cual se corrobora con la figura 7 

B, en la que se aprecian tres núcleos contenidos en la gran célula y teñidos de color azul 

(colorante DAPI). 
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Figura 7. Cambios en el citoesqueleto de actina de células RK-13 infectadas con el 

suero 2. Cultivo de células RK-13 a las 19 hpi y expuesto a faloidina rodaminada. A) Se 

observa la formación de un sincitio (1) y varios filopodios (2). B) Se muestra el mismo 

campo óptico, pero en esta imagen se evidencian tres núcleos de color azul que 

corresponden a las células que están formando parte del sincitio (flecha). Imágenes tomadas 

en el microscopio de epifluorescencia, A y B 400×. 
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5.7. Efecto sobre el citoesqueleto de actina de las células VERO 

 

Con el fin de observar y evidenciar los cambios inducidos en el citoesqueleto de actina se 

utilizaron cultivos de células VERO, crecidos en cubreobjetos e inoculados con la muestra 

2, posteriormente fueron expuestos a faloidina rodaminada y observados al microscopio de 

epifluorescencia. 

En todas las células del cultivo control se puede apreciar una corteza delgada pero bien 

definida, así como sus fibras de tensión (Fig. 8 A). A las 18 hpi, se muestra una célula que 

con una corteza sumamente gruesa y que emite largos filopodios (Fig. 8 B). A las 19 hpi, se 

observan células con contornos irregulares por la presencia de lamelipodios y filopodios 

(Fig. 8 C). A las 20 hpi, se observan dos células fusionadas que tienen una corteza definida 

y gruesa, adicionalmente están emitiendo una gran cantidad de filopodios (Fig. 8 D). De 

manera general las células VERO no son proclives a desarrollar modificaciones evidentes y 

masivas del citoesqueleto de actina lo cual puede deberse a su alto índice de proliferación 

por lo que en sus cultivos no existen grandes espacios entre las células por lo que no se 

favorece la aparición de proyecciones intercelulares (filopodios). 
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B

1

1

1

A

C D

B

Figura 8. Cambios en el citoesqueleto de actina de células VERO infectadas con 

PRRSV. A) Cultivo control, se observa a las células con una corteza bien definida, 

asimismo son evidentes las fibras de tensión. B) A las 18 hpi, se observa la presencia de 

largos filopodios (flechas) y una corteza sumamente gruesa. C) A las 19 hpi, se observan 

varias células de contorno irregular (flechas) por la presencia de numerosas prolongaciones 

cortas. D) A las 20 hpi, se observan dos células con corteza bien definida y una gran 

cantidad de filopodios cortos (flechas). Imágenes tomadas en el microscopio de 

epifluorescencia, a 200×. 

 

 

En la figura 9 se muestra una célula de corteza gruesa y con filopodios (Fig. 9 A). En la 

figura 9B se observan los núcleos de las células mostradas en la figura anterior teñidos con 

DAPI, como se puede apreciar dentro de los límites de la célula descrita previamente se 

distinguen dos núcleos que evidencian la formación de un sincitio. 
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A B
Figura 9. Cambios en el citoesqueleto de actina de una célula VERO infectada con el 

suero 2. A) A las 20 hpi se observa una célula con corteza gruesa y definida que está 

emitiendo varios filopodios (flecha). B) Es el mismo campo óptico expuesto a luz 

ultravioleta con el fin de evidenciar los núcleos teñidos con DAPI, se señalan los núcleos 

que están formando parte del sincitio (flecha). Imágenes tomadas en el microscopio de 

epifluorescencia, 200×. 

 

 

 

5.8. Producción de partículas virales en células RK-13 y Vero (TCID) 

Con el fin de explorar si había alguna diferencia en la producción de partículas virales 

dependiendo de la línea celular utilizada, cultivos de células RK-13 y Vero fueron 

infectados con diluciones seriadas realizadas a partir del mismo stock viral, se observaron 

después de 72 hpi y se realizó la titulación viral, para lo cual se utilizó el método de Reed-

Muench (Reed y Muench, 1938). 

De manera general se puede señalar que la diferencia encontrada en la producción de 

partículas virales entre los cultivos utilizados es mínima, ya que las células RK-13 

obtuvieron una titulación de 10
11.49

 TCID50 ml
-1

 y en las células VERO se obtuvo un título 

menor, siendo de 10
11.44

 TCID50 ml
-1

. 
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Tabla 3. Cuantificación de la producción de partículas virales 

en células RK-13 (TCID50). 

Dilución Unidad 

Infectada 

Infectados Acumulados 

A                  B 

Número de 

Infectados (A/A+B) 

Porcentaje 

(%) 

10
-6

 5/5 30 0 30/30 100 

10
-7

 5/5 25 0 25/25 100 

10
-8

 5/5 20 0 20/20 100 

10
-9

 5/5 15 0 15/15 100 

10
-10

 4/5 10 1 10/11 90.90 

10
-11

 3/5 6 3 6/9 66.66 

10
-12

 2/5 3 6 3/9 33.33 

10
-13

 1/5 1 10 1/11 9.09 

10
-14

 0/5 0 15 0/15 0 

 

 

Sustitución de Fórmula: 

 

(66.66)  −  50% ‗  16.66 ‗ 0.499 DP 

(66.66)  – 33.33     33.33 

 

(-11)(-1) + 0.499 = 11.499 

 

Titulación Viral= 10
11.499 

TCID50 / 0.6 ml 
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Tabla 4. Cuantificación de la producción de partículas virales 

en células VERO (TCID50). 

 

 

Dilución Unidad 

Infectada 

Infectados Acumulados 

A                    B 

Número de 

Infectados (A/A+B) 

Porcentaje 

(%) 

10
-6

 5/5 29 0 29/29 100 

10
-7

 5/5 24 0 24/24 100 

10
-8

 5/5 19 0 19/19 100 

10
-9

 4/5 14 1 14/15 93.33 

10
-10

 4/5 10 2 10/12 83.33 

10
-11

 3/5 6 4 6/10 60.0 

10
-12

 2/5 3 7 3/10 30.0 

10
-13

 1/5 1 11 1/12 7.69 

10
-14

 0/5 0 16 0/16 0 

 

 

 

Sustitución de Fórmula: 

 

(66)  −  50% ‗    16  ‗0.44 DP 

(66)  –  30           36 

 

(-11)(-1) + 0.44 = 11.44 

 

Titulación Viral= 10
11.44 

TCID50 / 0.6 ml 
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Tabla 5. Resumen de los ECP observados en células VERO, RK-13 y PK-15 infectadas 

con PRRSV. 

 

 

 

CÉLULAS 

 

Efectos Citopáticos 

Ciclo Viral 

Tiempo Postinfección 

VERO Células con forma alargada, prominentes 

filopodios y formación de sincitios. 

 

17 – 126 hrs 

PK-15 

Es difícil apreciar los límites de algunas 

células, se observan de diferente tamaño y 

con apariencia rugosa, vacuolización y lisis 

celular. 

 

20 – 88 hrs 

RK-13 Formación de sincitios, presencia de 

filopodios y vacuolización celular. 

 

17 – 144 hrs 
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6. DISCUSIÓN 

 

El virus utilizado en este trabajo proviene de un brote de campo ocurrido en una granja 

comercial ubicada en Mérida, Yucatán, en donde adicionalmente a la signología clínica se 

realizó el diagnóstico de PRRS mediante ELISA (Botner, 1997). Considerando estos 

antecedentes, se intentó el aislamiento viral en cultivos de células RK-13 a partir de 

muestras de suero (Méndez, 1996)  

En los primeros ensayos de infección se utilizaron todos los sueros y fue muy revelador que 

en todos los pozos hubo presencia de ECP, aunque estos fueron de diferente grado y 

aparecieron a tiempos distintos, debido probablemente a la concentración viral presente en 

cada uno de los sueros. Sin embargo, el tipo de ECP y el tiempo empleado en el desarrollo 

del ciclo viral correspondió con lo reportado en la literatura para PRRSV (Plagemann, 

2004; Benfield et al., 1992; Mardassi et al., 1994). 

Los antecedentes y estas primeras evidencias señalaban la posibilidad de que estuviera 

involucrado el virus de PRRS, y para corroborarlo se desarrolló una prueba de suero 

neutralización con anticuerpos específicos para el virus, esta prueba resultó positiva ya que 

se logró bloquear la infección in vitro a una dilución de 1:250 del stock viral (figura 2D) y 

nos dio la certeza de que los cambios celulares observados realmente se debían al virus del 

PRRS (Botner., 1997). 

En los cerdos, el PRRSV tiene un tropismo celular restringido, ya que se aisló en cultivos 

primarios de macrófagos alveolares porcinos (PAMs) y, hasta la fecha, estas células junto 

con los monocitos sanguíneos son las únicas células porcinas que son usadas en la 

propagación viral (Benfield et al., 1992; Hennings et al., 2008; Plagemann, 2004; Therrien 

et al., 2000). Sin embargo, existen dos subclonas celulares no-porcinas; MARC-145 y 

CL2621, ambas derivadas de MA104 (células de riñón de mono verde africano), que 

también son usadas rutinariamente en la propagación in vitro de PRRSV (Delrue et al., 

2010; Pol JMA et al., 1997, Therrien et al., 2000). 

 

Un factor clave del tropismo restringido de PRRSV es que su entrada a las células PAMs y 

MARC-145, es a través de un mecanismo de endocitosis mediada por un receptor (Therrien
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et al., 2000, Delputte et al., 2007), donde el heparan sulfato, la sialoadhesina y el CD163 se 

han identificado como receptores esenciales. Adicionalmente, también se sugiere que el 

colesterol es crítico para la entrada de PRRSV. Sin embargo, los resultados existentes son 

contradictorios e inconclusos ya que incluso las células MARC-145 no expresan 

sialoadhesina (Huang et al., 2011). 

Therrien et al., en el 2000, determinaron que las células PK-15 y RK-13 son capaces de 

unir al PRRSV con una eficiencia comparable a las células MARC-145 y a las PAM’s. Sin 

embargo, comentan que estas líneas celulares parecen no ser permisivas para PRRSV. 

Las líneas celulares utilizadas en este trabajo fueron seleccionadas considerando su origen; 

las PK-15 (células epiteliales de riñón de cerdo), RK-13 (células epiteliales de riñón de 

conejo) y Vero (células epiteliales de riñón de mono verde africano) se caracterizan por ser 

epiteliales y provenir de riñón. De manera particular, las células Vero son equivalentes a las 

MARC-145 de tal suerte que, en este trabajo, fungieron como control positivo, mientras 

que las PK-15 por ser de origen porcino tenían altas probabilidades de ser permisivas a la 

infección con PRRSV. Por su parte las RK-13 representaban una incógnita, aunque se 

puede señalar que se han utilizado previamente en el laboratorio en ensayos de infección 

con virus como IBR y enfermedad de Aujezki, y en todos los casos ha sido una de las líneas 

más permisivas produciendo excelentes resultados (Alcántar M F, 2011; Gonzáles OOV, 

2009; Ruiz LEV y Sánchez M M; 2012).  Así, en este trabajo se exploró si era posible 

desarrollar el ciclo viral de PRRSV y la generación de ECP en las líneas celulares PK-15 y 

RK-13. 

A pesar de los trabajos en los que se señala que estas líneas celulares no son permisivas 

para el PRRSV (Therrien et al., 2000, Benfield et al., 1992; Hennings et al., 2008; 

Plagemann, 2004) en este estudio fue posible desarrollar la replicación in vitro del PRRSV 

en cultivos de células PK-15, RK-13 y Vero. Asimismo, se documentó el desarrollo de los 

ECP en relación al tiempo empleado por el virus para desarrollar su ciclo de replicación. 

Los ECP encontrados fueron; presencia de células de diferente forma y tamaño, células de 

apariencia rugosa por la presencia de vacuolas, formación de sincitios, emisión de 

filopodios y lisis celular. Estos ECP fueron evidentes entre las 17 y las 23 hpi, resultados 

que concuerdan con lo señalado por otros autores (Plagemann, 2004; Benfield et al., 1992; 

Mardassi et al., 1994).



37 

 

En las células PK15, la lisis celular se presentó en un lapso muy breve, de tal manera que 

no permitió apreciar con detalle los ECP. Así, de las líneas celulares empleadas en este 

estudio, las células PK-15 fueron las más permisivas. Por este motivo, se decidió no 

utilizarlas para explorar la posibilidad de que el PRRSV indujera modificaciones en el 

citoesqueleto de actina, a la luz de esta discusión resulta evidente que será necesario e 

importante realizar investigaciones adicionales con las células PK-15. 

Los resultados obtenidos con RK-13 y VERO concuerdan con lo reportado en la literatura, 

tanto en lo que respecta a los ECP, como a las modificaciones del citoesqueleto y el tiempo 

empleado por el virus (Cafruny et al., 2006, Zhou et al., 2011). 

Como ya se había señalado, diversos autores (Bautista et al., 1993; Benfield et al.,1992; 

Hennings et al., 2008; Plagemann, 2004; Therrien et al., 2000) reportan la presencia de una 

alta selectividad con respecto al tropismo de PRRSV, es importante destacar que los 

resultados del presente estudio difieren con estos artículos, en el sentido de que fue posible 

que el PRRSV desarrollará su ciclo viral en cultivos de células PK-15 y RK-13, lo cual se 

puede constatar en las figuras 3, 4 y 5, imágenes que muestran una gran cantidad de células 

con ECP. 

Un factor que pudiera explicar estos hallazgos es la dosis viral infectiva usada, pues en los 

artículos consultados se postula que se logra una mayor eficiencia usando una dosis 

infectiva mínima (Kim et al., 2002), la cual es del orden de TCID = 10
5
 / ml ( Reiner et al., 

2010) mientras que en este estudio se utilizó una dosis mayor (TCID = 10
11

 / 0.6 ml), la 

cual podría provocar que este virus, que si se une a las líneas celulares exploradas (Therrien 

et al., 2000), pudiera desarrollar su ciclo viral completo. De cualquier manera será 

necesario realizar estudios adicionales que permitan corroborar y explicar los hallazgos 

encontrados en este estudio. 

Cafruny et al. en 2006, realizan un estudio, en donde la infección de PRRSV es inhibida 

con colchicina y citocalasina D (dos inhibidores del citoesqueleto), demostrando el papel 

crítico del citoesqueleto en la permisividad viral y en la transmisión intercelular. 

En este estudio la interacción del PRRSV con células Vero y RK-13 indujo modificaciones 

evidentes en el citoesqueleto y gracias a las preparaciones realizadas con faloidina 

rodaminada es posible señalar que la actina es la responsable de las proyecciones 

filamentosas observadas (Favoreel et al., 2005; Smith y Wood, 1997). En las figuras 6, 7, 8
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y 9, se observa la participación de la actina (de color rojo) en la formación de filopodios, 

lamelipodios y ondulaciones de la membrana o ruffling (Dieguez, 2008; Alberts et al., 

2008). 

Así, en este trabajo se desarrolló la infección del PRRSV en las células PK-15 y RK-13, se 

describen los ECP y se señala que la interacción de este virus induce modificaciones en el 

citoesqueleto de actina durante el desarrollo de su ciclo viral. Sin embargo, es necesario un 

mejor entendimiento del ciclo de vida de este virus y de sus interacciones con el ambiente 

celular del huésped para conocer los detalles moleculares de la patogénesis viral y permitir 

el desarrollo de nuevas terapias antivirales y/o inmunológicas (Kallewaard et al., 2004; 

Cafruny et al., 2006). 
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7. CONCLUSIONES 

 

 Se logró el aislamiento del virus del Síndrome Reproductivo y Respiratorio Porcino 

(PRRSV) a partir de muestras de suero. 

 Se logró la replicación in vitro del PRRSV en las líneas celulares VERO, PK-15 y 

RK-13. 

 Se observaron células de diferente forma y tamaño, de apariencia rugosa por la 

presencia de vacuolas, formación de sincitios, emisión de filopodios y lisis celular. 

 Las células PK-15 fueron las más permisivas, mientras que en Vero y RK-13 la 

duración del ciclo replicativo coincide con lo reportado en la literatura (17-23 

horas). 

 Se corroboró la presencia de modificaciones del citoesqueleto de actina durante el 

desarrollo del ciclo viral del PRRSV. 

 La línea celular RK-13 se manifestó como una opción adecuada para realizar la 

proliferación in vitro del PRRSV. 
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