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Osservazioni al microscopio elettronico sul ciclo di sviluppo 
e sulla morfologia del virus rabico 
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Laborcrtori di Fisira 1.' di H it·robiulogiu 

Riassunto, - È stato condo llo un o studio, al microscopio elettronico . 
dello sviluppo intracellulare e della morfologia di un ceppo di virus rabi co 
adattato a crescere in cellule di linea BHK 21. Viene Jato uno schema 
della particella viralc completa, rnoltn simile a quello del viru,; della sto
matite vescicolarc, che rappresenta il prototipo del gruppo dci raLd()virus . 

Summary (Electron microscop c study of tlw developmwt and morpho
logy of rabies virus) . - The dcvelopment of a rabics vi rus strain, adapted 
to grow ()n BHK 21 celi linc, was studit•d with thc elec tron microscopc. 
Sections of infccted cells wcrc s tain cd with U02 acet.atc and Ph citrate, 
and single particles obtained after rupturt• of tbc infectcd cells by osmot.ic 
shock were obser vcd on thc specimcn supporting film in nPgativc contrast . 

The virai particlcs appear in thc cytoplasm of tht• treated celi thrcf' 
days aftcr infection (Pia t e l an d 5) an d a re ~<i t ua tcrl near the characteristic 
matrix which contains the specifì c antigens of thc virus (Hurnmclcr et al. , 
1968). At times they are found n car tlr<' nuclcuc; and occasionally betwcen 
tbc nuclear m embranes. Bundlcs of thin fìlam cn t .... which :;eem to derive 
from mitochondria (Plate 6), a re also prcscnt. 

T hc p arti cles appear t o be relcascd from t hr ccii, through a ra rcfìcd 
zone of thc celi membrane (Platc i -9). 

An outline of the virus structurc ba~<'d ou thc ubscrvations report e(1 
in this paper is given in Fig. ] . This is in kccping both with that pro
posed by SIMPSO~ & HAUSER (1966) and by NAJ<AI & HowATSON (1968) 
for thc vesicu1ar stomatitis virus, and with thc dut.a uhta incd by HuM
MF.LER et al. (1968) on the rabi cs vi rus . 
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I ì'iTRODUZION E 

Il virus rabico appartiene al gruppo dei rabdovirus (da rhabdos= baston
cello), il cui prototipo è il virus della stomatite v escicolare; contiene RNA, 
ha la forma allungata a proiettile (bullet-shape) caratteris tica del gruppo 
a cui appartiene, ed è estremamente labile; quindi è difficile isolarlo integro. 

Tu questa Nota sono riportati alcuni dati sul processo di riproduzione 
~ di fuoriuscita dalla cellula ospite relativi al virus rabico, ed i risultati di 
uno l' tuòio morfologico del virus stesso. 

~fATEHIA J.l E ~fETODI 
J ùu.~. 

È stato adoperato il ceppo VFSS di virus rahico fisso, gentilmente in
' iatoci dal dott. P. E. Valensin dell ' I sti tuto Sierotcrapico Sciavo di Siena 
t" da lui attenuato adattandolo, con successivi passaggi, a crescere nelle cel
lule BHK21, dove "i m oltiplica . senza causare alcun effetto citopatico cvi
dente . 

Cellule. 
Come substralo cellulare è stata usata una linea stabilizzata, ottenuta 

da rr ni di criceto siriano neonato (BHK2l). Il t erreno di crescita era co
~ tituito da MEM (Eagle's minima} cssential medium), addi:~.ionato del lO % 
di siero di Yitello: quello di mantenimento da MEM pii1 il 2 °~1 eli siero di 
vitello. 

Infezione delle cellule in vitro. 
È stato impiegato il virus prodotto in BHK2l al suo 45°-470 passaggio 

e avente un titolo in topo, dopo inoculazione intracerebrale, di 106 LD50fml. 
.Per favorire l'adsorbimento e la penetrazione delle particelle infettanti, le 
cellule venivano tenute in sospensione, agitandole, di tanto in tanto, per 
l h a 370C, dopo di che si lasciava che le cellule aderissero al v etro del 
recipiente (piccole bottiglie con una superficie utile di circa 20 cm2), che 
venivano t enute a lla stessa t emperatura. La molteplicità di infezione è :.cm
pro s tata bassa, a lmeno per quanto si può dedurre in rapporto a l titolo del 
virus in topo: quindi, quando i dice l , si intende il numero n on detenni
nato di particelle corri~pondenti ad una LD50. 

mr.IWSCOPIA I·: I. ETTltONl CA 

a) Inclusioni. 
Le cellule infettate e quelle di controllo venivano prcfissate in gluta

raldcide 2,5 % in tampone di Millonig (MlLLONIG, 1962) 0,13 M per l 5 mi
nuti . Dopo un lavaggio con lo ~< tesso tampone, veni vano fì s·a te in Os0 4 l % 
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per l LI . Durante il p rncc,so d i d isidratazione nella ~Serie degli a lcool, in quello 

a 70 <}0 vcnint di solito a~giunto a cet ato di uranilc l ~· o e la prcparaziou t· 
t enuta per 1 h in quest a diluizione. Dopo l' alcool assoluto ed un passaggio 
in acctollt· , si procede va alriuclusionc io araldite. Le cellule venivano stac
cat e dali.: K olles qua ndo si trovav ano in a lcool assoluto. Le sezioni, o ttt·
nutc con un ultramicrotom o P orter Blurn MT2, venivano colo rate con P!t 
{HEY or.os, 1963) ed osscn ·ati> a l n.irrncrnpio elettronirn ic·ntcu:. Elmi,.
kop I o AEJ E MB6. 

h) Contra.~tu negatit·o. 

Da t a la ditlicoltà di ottenere un preparato di virus liberi a cau, a della 
fragili tà e !a bilità delle pa rticelle, si è ricor~o all 'osservazione di frazion i 
cellula ri da cellule d ist ese in monostrato, modificando la t ecnica o~iginalt· 
di 1\lonroc (MONROE, ScniOLOVSKY & Cu ANOHA, 1967), poichè con questa 
il prepa rato veniva completamente distrutto. La m etodologia da noi ese
guita è stata la seguente: prelevate con un'ansa ·Je cellule da l t erreno d i 
coltura , si ponevano direttamente sulla r eticella portanggetti, ricopert a 
da una p ellicola di carbone. Prima che il preparato si prosciuga l'sc compk
tamentc, si aggiungeva una goccia di molihdato di ammonio 2 % pH 6,6. 
Tale soluzione è sufficientem ente ipotonica da det erminare lo scoppio della 
cellula, senza tuttavia danneggiarla troppo. Dop o pochi secondi, il molilt
dato veniva allontanato, prosciugando la rcticella con carta da filtro ; il pre
parato era così pront o por l'osservazioni' al microscopio elettroni co . 

RISPI.TAT I 
Svilup p o del t•uus . 

J4c particelle virati appaiono nel citoplasma delle et•llul t• infettate in 
quantità rilevante al t erzo giorno dopo l'infezione (Tav. l c 5); ~>Ì formano 
di solito al margine della zona costituita da m a teriale finem ente disperso, 
corrispondente alla cosiddetta matrice o viroplasma c nella q uale (HuM
)fELEn et al., 1968) è st a t a dimostrata, col m etodo degli anticorpi coniugati 
con ferrit ina, la p resenza di antigeni spl'cifi ci del virus. Talvolta si trovano 
a ridosso del nucleo (TaY. 2) c , più raramente, tra i due strati della m em 
brana nucleare (Tav. 3). Non compaiono quasi m a i entro vacuoli , ma alla 
loro presenza è frequentemente associata quella di tratti di m embrane, pe r 
lo più lisce (Tav. 4), m a t a lvolta ricche di ribosom i (Tav. 5). Alcune di que
st e m embra ne sembrano continuarsi con la paret e est erna della particella 
viralc (Ta'" . 4); non a ppa iono mai ispcssitc, come si osserva nel p rocesso 
di gemmazione di m olti virus dalla m embrana citoplasmat ica . l\clle cellule 
infette sono numerosissim i i rihosomi e i poliribosomi, espressione della 
notevole attività protein o-sintetica n el citoplasma. Si oi'ser\'ano inoltre 
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molti sottili filamenti, già precedentemente descritti (HUMMELER et al., 1967; 
MATSUMOTO & KAWAI, 1969), che non si direbbero però associati alla for
mazione del virus, in quanto si notano, se pure meno frequentemente e meno 
numerosi, anche nelle cellule non infettate. Sembra degno di nota il fatto 
che speeso questi filamenti pare abbiano origine, o siano in stretta relazione, 
con i mitocondri (Tav. 6). n nucleo della cellula sembra non partecipare al 
processo di formazione del virus: non si notano in esso modificazioni morfolo
giche evidenti e non appare nè ingrandito, nè addensato. 

Fuoriuscita del ·virus dalla cellula ospite. 

Non è stato da noi riscontrato, per lo meno in maniera chiara, il pro
cesso di fuoriuscita del virus per gemmazione dalla membrana cellulare, 
che inizia con un ispessimento della membrana stessa, come è stato de
scritto da vari ricercatori. Secondo le nostre osservazioni, la particella si 
avvicina al bordo della cellula in posizioni varie (Tav. 7), ma fuoriesce con 
l'estremità a ogiva, protrudendo da una zona piuttosto rarefatta che ispes
sita della membrana citoplasmatica (Tav. 7-9). Il distacco avviene pro
gressivamente con l'apparente formazione di una specie di peduncolo, la
sciando forse per un certo tempo la membrana parzialmente interrotta. La 
fuoriuscita della particella completa avviene spesso attraverso uno dei molti 
villi che sono quasi sempre presenti sulla superficie cellulare (Tav. IO e Il). 

Aspetti morfologici della particella virale. 

La particella virale, nelle sezioni longitudinali, appare come un cilindro 
allungato che ha una estremità ogivale, mentre l'altra è piana, donde la 
somiglianza con un proiettile: il diametro della parte cilindrica è di circa 
70 nm, la lunghezza media della particella intera è 160-180 nm. Sono 
molto frequenti le forme abbinate per la punta, più rare quelle costituite da 
più particelle disposte in serie, collegate tra di loro, quelle a stella, o comun
que ramificate, descritte da HUMMELER et al. (1967). La superficie esterna 
del capside virale, ad eccezione della superficie piana t erminale, è ricoperta 
da una serie regolare di proiezioni o« spikes», lunghe circa 10 nm, ispessite 
verso l'esterno fmo a raggiungere una larghezza di circa 5 nm. Alcune imma
gini sembrano indicare che la superficie esterna presenti un andamento 
elicoidale nella disposizione delle spikes (Tav. 15), il che fa presumere che 
andamento analogo abbia la struttura che le sostiene. La zona centrale del 
virus, nelle sezioni trasversali (Tav. 12 e 19), appare notevolmente più tra
sparente agli elettroni della zona perimetrale: questa è costituita da due 
sottili membrane che racchiudono uno spazio trasparente agli elettroni. 
Sulla membrana esterna sono attaccate le spikes e all'altra è addossata inter
namente una corona circolare del diametro esterno di circa 45 nm e dello 
spessore di circa 5 nm, che appare fortemente contrast ata. In alcune sezioni 

Ann. Ist. Super. Sanità ( 1973) t, 218-22' 
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Tubulo assiale 

' 
Hg. l . - Schema della morfologia del virus rabico. 

A.r~n. l sl. S~tpu. Sanità (1973) t, 218-22• 
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longitudinali della particella (Tav. 13) si può notare un sottile filo assiale; 
in altre (probabilmente in dipendenza del piano di taglio) i fili sembrano 
due, come :;e delimitassero le pareti di un tubicino posto lungo l' asse mag· 
giore della particella stessa: la Tav. 14 mostra un taglio perfettamente as· 
siale della particella, in cui compare quest a struttura. In alcune sezioni 
trasversali tale struttura è rappresentata molto nitidamente da un cerchietto 
centrale, che può mostrarsi circondato da un alone stellato (Fig. 9 e 12) . 
La ragione per cui questa struttura interna non compare in tutte le ezioni 
trasversali può dipendere sia dal fatto che essa non si estende lungo l'intera 
particella - come mostrano alcune immagini ottenute in contrasto nega· 
tivo (Tav. 17) - sia dalla possibile esistenza di particelle incomplete, dato 
confermato dalla presenza di molte sezioni longitudinali di virus nelle quali 
la particella appare v uota. 

Le osservazioni che si possono fare sulle immagini in contrasto nega· 
tivo (Tav. 17 c 18) confermano quanto si può ricavare dalle sezioni. Le 
dimensioni trasversali della particella sono leggermente superiori (80-90 nm), 
forse a causa di un appiattimento della particella libera sul film por taoggetti, 
c fo rse anche a causa della ben nota lieve retrazione della resina includente 
a ll 'atto della polimerizzazione. 

Lo schema della morfologia della particella vi rate com pleta quale si può 
desumere dalle nostre osservazioni è rappresentato nella Tav. 20. 

La corona circolare, fortemente contrastata, che si nota nelle sezioni 
trasversali (Tav. 19), corrisponde alla spirale ribonucleoproteica vira te. Ciò è 
confermato sia d al fatto che in molte sezioni longitudinali si nota una rego· 
!are striatura trasversale (Tav. 16), sia perchè viene intensamente colorat a 
anche dal solo acetato di uranile, come la cromatina e il nucleolo delle 
cellule ospiti. Sulla superficie esterna della particella sono impiantate le 
proiezioni. All'interno è la struttura tubulare di circa 15 nm di diametro, 
costituita forse anch'essa da una nucleoproteina. In sezione trasversale Io 
spazio compreso tra la superficie interna della corona e la struttura tubulare 
t: molto più trasparente agli elettroni del resto della particella, ma a volte è 
presente nella porzione centrale addossata alla struttura tubulare la forma 
irregolannente s tellata, suggerita dalle Tav. 9, 12 e 13. 

Lo echema della Fig. l è molto simile a quelli proposti da S IMPSON 

& liAUSER (1966) e da N AKAI & HOWATSON (1968) per il virus della sto· 
matite vescicolare, ed in accordo con i dati ottenuti da HUMMELER et al. 
(1968) nel virus rabico. 

Gli .\A. d e.idu auo ringraziare E . Che~sa per il lavoro fotogrufico e 1.. P i<• ra ngeli per 
il disegno. 

Ricevuto il ~ giugno 1973 . 
..tccmato il 27 giugno 1973. 

.4nn. l<JI. SuJ)tr. Sani/a (1973) t , ~18-!2~ 
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Ta,·. 1. 

TD\', 2. 

To,·. 3. 

Citopla~ma di una cc-llula infrlla (dopo tn• f!ior111 d• infezi t>ur) iu cui ~i uou 
lo sviluppu dellr por ticellt• ' irr.Ji ottornu n l viropl.l•mn (33.00{} ;. ). 

Particcollr vira li in pro~~imitiì dd nuclru (50.000 ). 

Purticdl•· vira li iu hrzione lru~vl~r.ale lru i due slrul i llt·lla 11lt'lllllrana nudt•are 
(90.000 o ). 

T o,. 4. - Particdlr vira li D>hOC'iate a mrmbranc citopla~mntirhr li>Ct'. ~~ uotn In cou· 
tinuitiì trn le membrour e le pnrrti e~ternc delle pnrticclle st•·••r (100.000 · ). 
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lr pa r tit' i•llf• \'iru l i e l1· mt•mlorunr ru \'ide ( 16.000 ), 

Tu,·. fl. - Luu~hi fa-l'i di lilamrnti rlw •ono in ~trellu rrluziunr ('U II 

(:10.000 ' ). 

T nv. 7. - P urlio·o•llt' vino lo p rfl,•omt• a l hordo l'ellulan· (55.1100 ' ). 
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T'" · Il. P.ulir l'llo· 'irnli ~:hr ~Ialiti' o Jll'r u•cirr dlllu <·o·llula (\10.111111 • ). 

T tl\. 9. - l'arti~rllr \Ìr.o li dw sta11n11 J>t'r u•rire olalla t·ellulu. ì\rl ritur l .~~ma ,j n111u 111111 

purti r:•llu t n~liut n tra•\rr~nlmentr iu rui (· vi~ihih· In furmuziurw . trllutn n t · 
tu~n" alla -trutturJ tulnrlarl" a~•ialr (120.(ltHI • ). 

T n\. IU l' I l. - l'.trtir o·ll.- 'ira li rùe -i ''"""'' -t aerando dui "i Ili •·rllulari (foU.tHIII ). 
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Tav. 12 . - Grupj)i di viro~ in !'eziooi trasverouli. All'interno di alcuni di es~i l'i nola la 
formazione st ella la attorno alla struttura tubulare a•!tiale (50.000 l' ). 

Tav. 13. - Parlicellc virali at torno al viroplasma. Le frecce indicano le pnrticell\· tar.diate 
tra~versulmente. nelle quali compaiono uno o du(' FOttili fili BHiali. che fonnu 
ritenere ehe esisttt una struttura tuhulure a. .. ~iul r (50.000 x ). 

Tov. 14 . - Taglio longitudioa le as;jale di una pnrùcella virale liJ,era. È ben vi , iltilc la ,.trul· 
tura tubulare interna (90.000 x ). 

Tav. 15. - La particella vira le iudica t a dnUa frcccill moEtra l'andameuto elicoidale della 
struttura superficiale (120.000 x ). 
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Tu\. l li. - PurLirellu virnlt· tnl\liutu lou~itwlinnlnu•utP, in c~ u i """" l>t'll vi~ihili l t· p ruit·· 
zioni dt'l cup• id r ,. la •triatura tru·wer,ulr iutrruu (IOU.tlOO ). 

T u\. l i r 18. - \ ' iru• l it. .. r i iu con t ru·lu IU'J!UI ;, u (RO.IHHI ). 

T u, . 19 . - f.ruppo di pnrtiedlt• 'ir.oli tagliati· tra•\ l'r•altneut f •. u '"·'I!J!Ìurt· iuj!ruudiult'ultt 
È l>en vi•ih ilf' In duppia mcml.raow '"'l"irlicu o: lu •·urmuo l'in·ulnrl' in ll"fiHI fur· 
temenu con t nt•lnlu (3110.0011 ). 
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