La infeccién in vitro por el virus maedi visna afecta a la expresion
de tres moléculas de la membrana celular ovina
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS. En mastitis bacterianas, frecuentemente estafilocdcicas
en rumiantes, la adherencia bacteriana favorece la colonizacién de la gldndula. La adherencia,
especificamente la estafilocécica, estd promovida por el exopolisacdrido slime producido por
algunas células bacterianas (2; 5) y estd mediada por moléculas como la fibronectina (Fn),
sirviendo ésta como puente de unién bacteriana a los tejidos (3). Podria esperarse que la
expresion de 1a Fn y de otras moléculas de la superficie celular tales como las de clase | del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) se viera alterada en las células mamarias tras
una infeccién virica (concretamente, por el retrovirus ovino maedi visna, VMV), dado que otras
moléculas como las de clase II del MHC aumentan su expresién en monocitos y macréfagos de
animales infectados por VMYV (6). Dicho aumento va acompanado de una proliferacion de
células T que conduce a la mastitis intersticial bilateral, una de las principales formas de la
enfermedad por VMV (7) que puede simultanearse con infecciones bacterianas. El propésito de
este estudio es determinar el efecto in vitro de la infeccién por VMV sobre la expresién de
moléculas que pueden estar implicadas en la adherencia bacteriana (Fn) y en la respuesta inmune
(clases I y II de los antigenos del MHC).

MATERIAL Y METODOS. Cepas de VMV y estafilocécicas. Se propagaron en células del
plexo coroideo (CPC) dos cepas de VMV (K180 del Central Veterinary Laboratory,
Weybridge, UK y WLC-1, amablemente suministrada por el Dr. F. Tolari, Turin, Italia). Se
utilizaron 15 cepas bacterianas (12 Staphylococcus aureus y 3 Staphylococcus epidermidis).
Las cepas se clasificaron como productoras de slime (SP) o no productoras (NSP), segin los
procedimientos descritos para S. aureus (2)y para S. epidermidis (3). La cepa A de §. wureus
fue amablemente suministrada por el Dr. K. Yoshida (University of St. Marianna, Japén).
Fibronectina de la superficie celulur y receptor de fibronectina. Tanto la Fn endégena
(Fnen) como receptor para la Fn (RFn) libre de Fn se encuentran en la superficie de los
fibroblastos (1), el tipo celularde las CPC. Para el calculo de RFn se aplicé la formula RFn =
Fn total - Fnen, siendo la Fn total la detectada por anti-Fn tras afiadir Fn al medio de cultivo (el
anticuerpo detectard la Fnen de la superficie celular y la Fn que, tras ser afadida, se una a los
RFn). Para la deteccién de Fn se aplicé el método descrito (3). Se infectaron las CPC 7, 5y 3
dias antes del test con 2 TCIDsg de cepas VMV Weybridge K180 y WLC-1. Tras su fijacién
con 0,05% de glutaraldehido y bloqueo con BSA, se afiadié Fn (para estimar la Fn total) o solo

medio DMEM (para estimar la Fnen). Tras la incubacién con anticuerpo anti-Fn, con un
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segundo anticuerpo marcado con peroxidasa y adicién de sustrato, se procedi6 a la lectura de la
densidad 6ptica (D.O.) a 450 nm.

ELISA para adherencia a células del plexo coroideo. Se llevé a cabo un ELISA de
adherencia con el fin de determinar si los resultados obtenidos con la Fn se correspondian con
los observados para la adherencia bacteriana. Para el test de adherencia utilizado (9), las CPC
fueron infectadas con la cepa K180 del VMV en frascos de cultivo, dejando un niimero
equivalente de frascos sin infectar. Los cultivos se examinaron los dias 1, 3, 5, 7y 9 tras la
inoculacién in vitro para observar efecto citopitico y expresién virica. El test ELISA se realizé

los dias 0, 3, 5, 7 y 9, transfiriéndose para el test 104 células/pocillo. Tras su adherencia a la

placay bloqueo con albimina sérica bovina, se afiadieron 100 pl de bacterias biotinadas (7x108
UFC/ml; As40), incubdndose la mezcla 2 h a 37°C. Tras el marcaje con streptavindina-
peroxidasa y la adicién de ABTS como cromégeno, se determinéla D.O. a410 nm.

Expresion de proteina p25 y de MHC. Se cuantificaron mediante técnicas
inmunocitoquimicas standard la protefna p25 en CPC y las moléculas de clases 1 y I del MHC
en CPC y macréfagos de los alvéolos pulmonares (MAP; véanse métodos en Monleén et.al, en
estas Jornadas). Se utilizaron preparaciones de citocentrifuga con células fijadas, anticuerpos
monoclonales frente a las tres especies moleculares (del Dept. of Veterinary Pathology,
Universidad de Edimburgo) y los segundos anticuerpos conjugados para observacién de la
reaccién. Para el estudio, los MAP y CPC se despegaron de los pocillos de cultivo a los dias 3,
5y 7 tras la infeccién in vitro con VMV previamente a la citocentrifugacién. Dado que los
antigenos de clases [ y II del MHC se expresan constitutivamente en ambos MAP y CPC, la
intensidad de la reaccién fue estudiada utilizando un procesador de andlisis de imagen
(Quantimed®). Se estudiaron 10 campos/extensién (a 400x), determindndose la intensidad de
gris en una escala numérica inversamente proporcional al color, entre negro=0y blanco=225.

Andlisis estadlstico. El efecto de la infeccién in vitro por VMV se determiné mediante un
ANOVA (SUPERANOVA). El modelo Tipo III de la suma de cuadrados incluy6, como efectos
fijos, el estado de infeccidn (infectado o no), el dia de la infeccién y su interaccién. Las medias
de minimos cuadrados fueron comparadas dentro de cada dia mediante la ¢+ de Student. Para
comparaciones de la expresion de las moléculas de clases [ y 11 del MHC, se aplicé el test de
Mann-Whitney.

RESULTADOS Y DISCUSION. Fibronectina endégena de la superficie celulary receptor
para la fibronectina. La cantidad de Fnen y Fn total aument6 significativamente (P<0.01) los
dias 5y 7 cuando se compararon con los dias 0 y 3 de la infeccién por VMV. Asi, la D.O. fue,
para la cepa Weybridge K180 de 0,94 el dia 0; 0,97 el dia3;y 1,17 el dia 5; y 1,24 el dia 7.
Para la cepa WLC-1, [a D. O. fue de 1,21 el dia 0; 1,29 el dia 3; y 1,40 los dias 5y 7. la
expresién del RFn no experiment6 cambios.

Adherencia bacteriana in vitro a CPC. Los cambios observados en la expresion de Fnen
y Fn total, se correlacionaron con los observados en la adherencia bacteriana. Esta se estudi6 en
15 cepas estafiloc6eicas NPS (12 §. aureus 'y 3 S. epidermidis) y 2 cepas PS de S. aureus. En
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las 15 cepas, se observé un aumento (P<0.01) de adherencia los dias 5, 7 y 9 tras la infeccién
por el VMV, siendo las diferencias en densidad éptica entre las células infectadas y tas no
infectadas > 0,1 en estas tres fechas. Este aumento se correspondia con la produccién de
protefnas viricas (p25) y con la aparicién de sincitios en CPC. Asimismo, se observé una
tendencia a una mayor adherencia en las cepas PS frente a las NPS y una muy escasa adherencia
de la cepa altamente encapsulada, con una D.O. de ~ 0,3, frente a D.O. de > 0,9 para las cepas
NPS y de > 1,0 paralas PS.

Expresion de clases I y Il en células (macréfagos y CPC) infectadas con VMV. Las
diferencias en la intensidad de la tincién entre el control y las células infectadas in vitro con
VMYV fueron significativas (P<0.001) para ambos tipos celulares a los dias 5 y 7 post-infeccién
(valor> 128 en el controly < 117 a 50 7 d.p.i). El aumento para la clase ]I fue detectado en el
mismo periodo pero solo fue significativo (P<0.001) en el caso de MAP =117 enel control y <
97a507d.p.i).

Los resultados de este trabajo demuestran que a partir del quinto dia de la infeccién in
vitro por el VMV, se detecta un incremento significativo en la expresién de las tres especies
moleculares estudiadas: Fn (en CPC), correspondiéndose con un aumento en la adherencia
bacteriana; y las moléculas del MHC de clase I (en MAP y CPC) y clase IT (en MAP), ambas
implicadas en la presentacién de antigenos y respuesta inmunitaria, tan desorbitada en cuanto al
actimulo de células T en la afeccién mamaria de las ovejas con VMV. Es evidente que las células
infectadas con VMV in vitro se vuelven més “pegajosas”, adhiriéndose maés a los estafilococos,
aumentdndose con ello la capacidad colonizante de estos, algo parecido al aumento de
adherencia que ocurre en infecciones por el virus de la influenza A in vitro (10) e in vivo (11).
Dado que las moléculas de clase I estdn implicadas en la presentacién de antigeno y en el
contacto celular entre los linfocitos T citotéxicos CD8+ y las células diana infectadas con virus
(12), es posible que el aumento de la expresidén de la clase | esté relacionado con el aumento de
linfocitos CD8+ observado en lesiones por VMV (8).
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