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FunNDAMENTO: EI objetivo de &ste trabajo ha sido realizar
un estuc'iib prospectivo comparativo sobre la eficacia de
tres lineas celulares comerciales en el aislamiento del
virus parainfluenza (Pl) a partir de aspirados
nasofaringeos.

MatEIAL Y METODOS: Durante un periodo de 16 meses se
han estudiado comparativamente todos los aspirados
nasofaringeos procedentes de pacientes con sospecha de
infeccion respiratoria viral. Las lineas celulares
comparadas han sido la LLC-MK2 y la MDCK. Todas las
muestras se han procesado mediante el cultivo celular en
shell-vial, incubado durante 3 dias a 36 °C y revelado
mediante una inmunofluoresencia indirecta con un
anticuerpo monoclonal dirigido contra la nucleoproteina
del virus de la PI.

RESULTADOS: A lo largo del estudio se han analizado

746 aspirados nasofaringeos, aislandose 46 cepas del virus
Pl serotipo 3. La linea LLC-MK2 ha aislado 44 cepas
(95,6%) frente a 41 (89,1%) de la MDCK, no observandose
diferencias estadisticas en la sensibilidad cualitativa

(p = 0,14) (sensibilidad cualitativa). En el 84,8% de los
casos las cepas crecieron en ambas lineas celulares.
Ninguna linea celular permitié el aislamiento de todas las
cepas. Tampoco se han observado diferencias en la
sensibilidad cuantitativa, aunque la linea LLC-MK2
permitié el aislamiento de un porcentaje ligeramente
superior {el 70,4 frente al 68,2%) de muestras con bajo
indculo. )

ConcLusiones: A fa vista de los resultados obtenidos
parece posible la utilizacién de cualquiera de estas dos
lineas celulares en el aislamiento del virus de la Pi de
muestras respiratorias.
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Comparison between the LLC-MK2 and MDCK cell lines
in the isolation of the parainfluenza virus
from nasopharyngeal aspirates

BAckGROUND: We report a prospective comparative study
of the efficacy of three commercial cell lines in the
isolation of the parainfluenza (P) virus from
nasopharyngeal samples.

MATERIAL AND METHODS: In a 16 months period we studied
all nasopharyngeal samples from patients with the
suspiction of a viral respiratory infection. The compared
cell lines were LLC-MK2 and MDCK. Al samples were
processed by the shell-vial assay, incubayed 3 days at

36 °C. The monolayers were stained by an indirect
immunofluorescence assay with a monoclonal antibody
against the nucleoprotein of the PI virus.

ResuLts: In the study period 746 samples were analyzed,
46 Pl virus were isolated, all belonged to the serotype 3.
The LLC-MK2 cell line isolated 44 viruses {95.6%) and the
MDCK cell fine 41 {89.1%), no statistically significant
differences were detected (p = 0.14) (qualitative
sensitivity). In 84.8% of positive samples, the Pl virus was
isolated simultaneously in the two cell lines. Neither cell
line isolated all Pl virus. No statistical differences were
detected in the quantitative sensitivity, although the
LLC-MK2 cell line detected a slighty more samples with’
alow viral load (70.4 vs 68.2%).

ConcLusions: In view of the results obtained in this
study, we believe that anyone of the two cell lines would
bewused in the isolation of the Pl virus from respiratory
samples.

Key words: Parainfluenza virus. Cell line LLC-MK2. Cell
line MDCK. Diagnosis of respiratory viral infections.

Introduccién

Las infecciones virales del tracto respiratorio inferior
constifuyen una de las principales causas de morbilidad
en la poblacién pedidtrica, especialmente en los nifios e
menos de 6 meses de edad’?. De los diferentes virus 1mp11-
cados en esta entidad, el virus respiratorio sincitial ¥ el v
rus parainfluenza (PI) constituyen cerca del 90% :de lr)s
agentes etioldgicos aislados en estos pacientes. El virus PI
es el causante del 5-15% de las infecciones virales respira-
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torias en este grupo de edad, siendo, ademas, el serotipo 3
el mas frecuentemente aislado en esta enfermedad infec-
ciosal®4,

Los primeros estudios realizados sobre el aislamiento
del virus PI en cultivos celulares demostraron que el culti-
vo primatio deLrifién de mono rhesus presentaba el mayor
rendimiento diagnéstico, permitiendo el aislamiento dela
mayoria de cepas®. Sin embargo, las dificultades existen-
tes en su obtencién y tratamiento obligaron a la biisqueda
de lineas celulares continuas que permitieran el creci-
miento de este virus. Asi, se pudo comprobar cémo la linea
derivada de rifién de perro, descrita por Madin y Darby (1i-
nea MDCK)®” y la linea continua derivada de rifién de
mono rhesus (linea LLC-MK2) permitfan el aislamiento y
crecimiento del virus PI®8. Un dato fundamental en la uti-
lizacién de estas lineas celulares es que para la obtencién
del méximo rendimiento diagnéstico es preciso afiadir
tripsina al medio de mantenimiento del cultivo®®.

Desde el estudio de Frank et al® realizado con cultivos
celulares convencionales (cultivos en tubo) no se ha comu-
nicado ningtin otro estudio comparativo posterior utilizan-
do la técnica de cultivo en shell-vial, por ello hemos reali-
zado un estudio comparativo prospectivo sobre la eficacia
de las lineas celulares LLC-MK2 y MDCK en el aislamien-
to del virus PI en muestras clinicas.

Material y métodos

Durante un periodo de 16 meses (enero 1995-abril 1996) se han es-
tudiado todas las muestras respiratorias (aspirados nasofaringeos)
enviados al laboratorio para el diagnéstico de las infecciones respira-
torias virales.

Cada muestra fue homogeneizada con 3 ml de suero fisiolégico has-
ta la obtencién de una suspensién densa. Para el cultivo celular en
shell-vial se tomaron 200 ul de la muestra y fueren inoculados en dos
viales de las lineas celulares LLC-MK2 y MDCK (Vircell, Ingelheim
Diagnostica). Los viales fueron centrifugados a 700 g durante 45 min,
tras lo que se dejaron reposar a 36 °C durante 60 min. Se decant6 el
sobrenadante y fue sustituido por 1 ml de medio de mantenimiento
compuesto por MEM (minimal esential medium) con un 1% de suero
bovino fetal y 2 pg/ml de tripsina. Los viales se incubaron durante 3
dias a 36 °C y fueron posteriormente teftidos mediante una inmuno-
fluorescencia indirecta con un anticuerpo monoclonal dirigido contra
la nucleoproteina del virus PI (clon 5/12) (Monofluokit P.I.3,
Diagnostics Pasteur, Francia). )

Se consideraron.dos tipos de positividad: la cualitativa (presencia
de células con fluorescencia especifica) y la cuantitativa o ndmero de
focos infectivos presentes en cada una de las monocapas de cada linea
celular.

Resultados y discusion

A lo largo del periodo de estudio se han analizado 746
muestras, siendo consideradas como positivas (aislamien-
to de virus) 359 (48,2%). En 46 casos se aisl6 el virus PL.
Todas las cepas pertenecian al serotipo 3. La incidencia de
infeccién por este virus ha sido del 6,1% sobre la totalidad
de pacientes estudiados y del 12,8% de aquellos con cultivo
viral positivo. '

En el estudio de la sensibilidad cualitativa, la linea
LLC-MK2 permitié el aislamiento de 44 cepas (95,6%)
frente a 41 (89,1%) de 1a MDCK, no observandose diferen-
cias estadisticamente significativas (p = 0,14) (tabla 1). En
el 84,8% de las muestras el virus PI se aislé de forma si-
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TABLA 1. Resultados globales obtenidos en la comparacién
de las dos lineas celulares

Lineas celulares

Nitmero
LLC-MK2 l M)OCK
+ + 39 (84,8)
+ - 5 (10,8)
- + 24,4
44 (95,6) 41 (89,1) 46

Las cifras entre paréntesis expresan el porcentaje.

TABLA 2. Evaluacién de las tres lineas celulares en funcion
del ntimero de focos infectivos observadosen la monocapa

. Lineas celulares
Numero de foces infectivos

. LLCMK2 | MDCK
1-10 ‘ : 31 (70,4) 28 (68,2)
11-25 10 (22,7 10 (24,4)
> 26 3(6;8) 3(7.3)
44 41

Las cifras entre paréntesis expresan el porcentaje.

multinea en las dos lineas celulares. Ninguna de las dos
permitié el aislamiento de la totalidad de las cepas.

En cuanto a la sensibilidad cuantitativa (tabla 2) tam-
poco se han observado diferencias significativas entre las
dos lineas celulares y el nimero de focos infectivos detec-
tados en éstas. En los 5 casos sélo aislados en la linea LLC-
MK?2, tres muestras presentaron entre 1-10 focos.infecti-
vos y dos entre 11-26 focos infectivos. En los 2 casos
solamente aislados en la linea MDCK los recuentos fueron
bajos, entre 1-10 focos infectivos, en ambos casos.

Los primeros estudios realizados por Frank et al® confir-
maron la mayor eficacia de la linea celular continua LLC-
MEK2 en el aislamjento del virus PI de muestras clinicas
frente a la linea MDCK, preferentemente recomendada
para el aislamiento del virus de la influenza®?’. Desde ese
momento, la mayoria de laboratorios utilizan de forma ru-
tinaria la linea celular LLC-MK2 para el aislamiento del
virus PI de muestras respiratorias humanas®°.

La introduccién de los sistemas rdpidos de cultivo celu-
lar poscentrifugacién o en shell-vial en las muestras respi-
ratorias ha permitido acortar el tiempo necesario para la
realizacién del diagnéstico e incrementar el rendimiento y
especificidad de los mismos. 1.a utilizacién del sistema en
shell-vial para el aislamiento del virus PI ha mostrado
una sensibilidad muy similar a la del cultivo convencional
con una mayor rapidez y especificidad en el diagnésti-
11,12
En nuestro estudio comparativo las dos lineas celulares
han presentado practicamente la misma eficacia en el ais-
lamiento del virus PI de aspirados nasofaringeos. Por ello
creemos que puede ser utilizada de forma rutinaria cual-
quiera de las dos, dado que no hemos obtenido diferencias
estadisticamente significativas ni en la sensibilidad cuali-
tativa ni en la cuantitativa. Los porcentajes de aislamien-
to obtenidos por nosotros son muy similares a los obteni-
dos por Brumback y Wade'?, un 95% de aislamientos en la
linea LLC-MK2, y algo superior al 79% obtenido por estos
autores en la linea MDCK. Ninguna de las dos lineas celu-
lares ha permitido el aislamiento de la totalidad de las ce-
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pas, lo cual podria deberse a la presencia de un indculo vi-
ral muy bajo en la muestra o a una distribucién no homo-
génea entre los dos viales.

A pesar de ello, 1a linea primaria de rifién de mono sigue
siendo la de referencia para el aislamiento de las cepas del
virus PI a partir de muestras clinicas. Sin embargo, la ra-
pidez y especificidad de la técnica shell-vial en las lineas
continuas favorecen su utilizacién rutinaria en el diagnés-
tico de las infecciones respiratorias virales. La obtencién
de una eficacia diagnéstica similar con las dos lineas celu-
lares analizadas permitiria eliminar una del proceso ruti-
nario de siembra disminuyendo el trabajo y el coste del
proceso diagnéstico en este tipo de infecciones pedidtricas.
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