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INTRODUCCION

Una de las vias de lucha antivirica utilizadas por el organismo consiste en la
elaboracion de anticuerpos que neutralizan al virus infectante. Estos anticuerpos bloquean los
lugares criticos de fijacién del virus a la célula diana. Con las pruebas de neutralizacién se
estima la capacidad de los anticuerpos séricos para neutralizar la actividad bioldgica del
antigeno (virus) in vitro. En este estudio, se ha llevado a cabo la comparacién entre ocho
métodos distintos de neutralizacidn, aplicados al estudio seroldégico de la infeccién por el
lentivirus ovino Maedi-visna (MV).

MATERIALES Y METODOS

Antes de llevar a cabo la prueba de neutralizacion, se tituld en primer lugar el virus, para
conocer su infectividad. Ello se realizé midiendo la dosis infectiva que mata al 50% de las
células en cultivos de tejidos (TCID,,). Para determinar el titulo de anticuerpos neutralizantes,
se mantuvo constante la concentracion del virus, utilizindose diluciones dobles de suero. Tras
la incubacién del virus con el suero (por un perfodo y temperatura que variaba entre métodos),
cada mezcla se utilizd para inocular un cultivo de fibroblastos (obtenidos a partir de explantes
de piel de ovinos) en placas de 96 pocillos de fondo plano, siempre y cuando éstos hubieran
alcanzado confluencia (monocapa) o subconfluencia, (grado de tapizado del pocillo= 80-90
%) segun los métodos. Después de 7 dias a 37°C gn atmdsfera de 5% de CO,, se observaron
los efectos citopdticos al microscopio. Estos efectos consisten en la aparicién de sincitios o
agrupaciones celulares, caracteristicos en el caso del virus MV. El titulo de anticuerpos
neutralizantes por TCID,, utilizada fue definido como la inversa de la dilucién del antisuero a
la cual el 50% de los cultivos mostraban signos de infeccion (Tizard, 1995).

Los métodos de neutralizacién comparados se resumen en la Tabla 1. Los cuatro
primeros se encuentran descritos en la bibliografia y los cuatro restantes fueron puestos a
punto en nuestro laboratorio. En todos ellos, los sueros a titular procedian de 8 ovejas de raza
Rasa Aragonesa, que habian sido infectadas experimentalmente por MV, y en las que la
verificacién de la infeccién se realizé mediante seguimiento seroldgico. Para determinar el
titulo de anticuerpos neutralizantes se utilizé virus a concentracién constante dentro de cada
prueba (sobrenadante del cultivo de fibroblastos infectados por la cepa EVI del virus MV,
recogido en el momento de maxima expresion de efecto citopdtico, generalmente, 5 dias post-
infeccion) sobre fibroblastos de piel como células diana, obtenidos mediante cultivos de
explantes de piel (biopsias), provenientes de dos ovejas Rasa Aragonesa negativas a MV.
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Tabla 1. Estudio comparativo de los distintos métodos de neutralizacion.

N°|Dosis |Mediode |Mezcla |Fibro- Mezcla virus-suero con. | Referencias
\Maedi | cultivo con |virus-  |blastos | fibroblastos
| visna: |suero (%) |suero :
| TCID,, | S5 , : »
1°|500 DMEM 2% |4°C 18 h |Monocapa |2 horas a 37°C, 5% CO,. |Bird et al.,
Tras retirar el inéculo (1993)
viral con suero, dejar 7
dias en incubacién
2°| 100 DMEM 2% |4°C 48 h |Monocapa |7 dias en incubacién Lutley et
(37°Cy 5% CO,) al., (1983)
3° (500 DMEM 2% |4°C 48 h | Monocapa |7 dias en incubacién Lutley et
(37°Cy 5% CO,) al., (1983)
4°| 100 DMEM 2% {37°C 30° |Monocapa |7 dias en incubacién Narayan et
en bafio y 37°Cy 5% CO,) al., (1981)
agitacién
5°(500 DMEM 2% |37°C 30" |Subcon- |7 dias en incubacién Este
enbafoy |fluentes (37°Cy 5% CO,) estudio
agitacién
6°| 100 M1990,5% {4°C 48 h |Subcon- |7 dias en incubacién Este
fluentes | (37°Cy 5% CO,) estudio
7° 1100 M1990,5% [37°C 18 h |Subcon- |7 dias en incubacidn Este
fluentes | (37°Cy 5% CO,) estudio
8° (500 M199 0,5% {37°C 30" |Subcon- |7 dias en incubacién Este
enbafioy |fluentes |(37°Cy 5% CO,) estudio
agitacion L

RESULTADOS Y DISCUSION

Entre los métodos estudiados (Tablal), se constatd la necesidad de que los fibroblastos de piel
llegaran a una subconfluencia del 80:90% y no alcanzaran la monocapa, dado que ésta
produce una conglomeracién excesiva de células que conduce inevitablemente a su muerte.
Por ello, se descartaron los cuatro primeros métodos especificados en la Tabla |. Asimismo,
se observé que en el medio de cultivo de ¢leccion debe minimizarse el contenido en suero
(0,5 % de suero es suficiente cuando el nimero.de células presentes en el pocillo al inicio del
cultivo es elevado), ya que el suero, ademas de inhibir la replicacién viral, puede ayudar a las
células a crecer en exceso. Curiosamente, algunos autores defienden el uso de monocapas y el
uso sistemdtico de mayor cantidad de suero (métodos 1° al 5°).

De los ocho métodos utilizados, solamente dos (el 5° y 6° de la Tabla 1) dieron
resultados coherentes en todas las pruebas. La Tabla 2 muestra los resultados del método 6° de
la Tabla | utilizando sueros de 8 ovejas de raza Rasa Aragonesa que habian sido infectadas
experimentaimente por MV. Este es el método de eleccién frente al 5° por dos razones
fundamentales: I) ahorro de virus (100 frente a 500 TCID,, por pocillo); y 1I) menor riesgo de
contaminacion al no utilizar bafio con agitacion. Sin embargo, el método 6° requiere mas
tiempo de espera que el 5° (48 horas frente a 30 minutos). Segun se ilustra en la Tabla 2, a una
mayor dilucién del suero a titular corresponde un mayor porcentaje de mortalidad, ya que hay
menos anticuerpos que puedan neutralizar al virus. En el caso de las primeras diluciones, y
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cuando se utilizaron monocapas y/o mayor cantidad de suero en el medio de cultivo, se
observaron algunos casos en los que el porcentaje de mortalidad era muy alto, lo cual se cree
debido, precisamente, a que esa mayor cantidad de suero no diluido sirviera para que las
células crecieran mdas facilmente y murieran o a que existiera algin factor citotéxico o
citolitico en.el suero, cuya actividad desaparecia al diluirse.

Tabla 2. Resultados obtenidos en el test de neutralizacién por el método 6° de la Tabla
1, con sueros de 8 ovejas Rasa Aragonesa infectadas por Maedi-visna.

1 Mortalidad (%) en fibroblastos originada por sueros de distintas ovejas

Inéculo aplicado alos 9012 | 9034 | 1049 | 1085 | 1063 | 1005 | 1059 (8010
_ fibroblastos cultivados ; ;
Medio de cultivo (control) | 0 0 0 0 0 0 0 0
Stock viral (control) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
Mezcla virus-suero 1:1 16,6 0 16,6 | 41,6 | 16,6 | 16,6 | 16,6 | 8,3
Mezcla virus-suero 1:2 16,6 0 16,6 | 41,6 | 16,6 | 16,6 | 16,6 | 16,6
Mezcla virus-suero 1:4 16,6 0 16,6 | 66,6 | 16,6 | 16,6 | 100 | 100
Mezcla virus-suero 1:8 16,6 0 16,6 | 66,6 | 16,6 | 16,6 | 100 | 100
Mezcla virus-suero 1:16 | 16,6 | 0 100 | 66,6 | 16,6 | 16,6 | 100 | 100
Mezcla virus-suero 1:32 | 16,6 | 100 | 100 | 91,6 | 16,6 | 16,6 | 100 | 100
Mezcla virus-suero 1:64 100 | 100 | 100 | 100 | 41,6 | 100 | 100 | 100

Titulo exacto de cadasuero* 47,8 22,3 12,02 3,01 >64 47,8 3,01 3,01
* Calculado por el método de Reed y Muench (1938)

El suero de mayor titulo de anticuerpos neutralizantes fue el de la oveja 1063 (>64).
En todos los casos, el titulo exacto de anticuerpos neutralizantes, determinado por el método
de c, se hallaba situado entre los valores de las diluciones correspondientes a los dos
porcentajes de mortalidad resaltados en la Tabla 2: 47,8 (oveja 9012); 22,3 (oveja 9034);
12,02 (oveja 1049); 3,01 (oveja 1085); 47,8 (oveja 1005); 3,01 (oveja 1059); 3,01 (oveja
8010).
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