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INTRODUCCIÓN 

Una de las vías de lucha antivírica utilizadas por el organismo consis te en la 
elaboración de anticuerpos que neutralizan al virus infectante. Estos anticuerpos bloquean los 
lugares críticos de fijación del virus a la célula diana. Con las pruebas de neutralización se 
estima la capacidad de los anticuerpos séricos para neutralizar la actividad biológica del 
antígeno (virus) in vitro. En este estudio, se ha llevado a cabo la comparación entre ocho 
métodos distintos de neutralización, aplicados al estudio serológico de la infección por el 
lentivirus ovino Maedi-visna (MV). 

MATERIALES Y !YIÉTODOS 

Antes de llevar a cabo la prueba de neutralización, se tituló en primer lugar el virus, para 
conocer su infectividad. Ello se realizó midiendo la dosis infectiva que mata al 50% de las 
células en cultivos de tejidos (TCID5,J Para determinar el título de anticuerpos neutralizan tes, 
se mantuvo constante la concentración del virus, utilizándose diluciones dobles de suero. Tras 
la incubación del virus con el suero (por un período y temperatura que variaba entre métodos), 
cada mezcla se utilizó 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 
%) según los métodos. Después de 7 días a 37ºC en atmósfera de 5% de CO,, se observaron 
los efectos citopáticos al microscopio. Estos efectos consisten en la aparición de sincit ios o 
agrupaciones celulares, característicos en e l caso de l virus MV . E l título de anticuerpos 
neutralizan tes por TCID50 utilizada fue definido como la inversa de la dilución del antisuero a 
la cual el 50% de los culti vos mostraban signos de infección (Tizard, 1995). 

Los métodos de neutralización comparados se resumen en la Tabla 1. Los cuatro 
primeros se encuentran descritos en la bibliografía y los cuatro restantes fueron puestos a 
punto en nuestro laboratorio. En todos el los, los sueros a titular procedían de 8 ovejas de raza 
Rasa Aragonesa, que habían sido infectadas experimentalmente por MV, y en las que la 
verificación de la infección se realizó mediante seguimiento serológico. Para determ inar el 
título de anticuerpos neutralizantes se utilizó virus a concentrac ió n constante dentro de cada 
prueba (sobrenadan te de l cultivo de fibroblastos infectados por la cepa EV 1 de l virus M V, 
recogido en el momento de máxima expresión de efecto citopático, generalmente , 5 días post­
infección) sobre fibroblastos de piel como células diana, obtenidos mediante cul tivos de 
ex plantes de piel (biopsias) , provenientes de dos ovejas Rasa Aragonesa negati vas a MV 
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Tabla l. Estudio comparativo de los distintos métodos de neutralización. 

Nº Dosis Medio de Mezcla Fibro- Mezcla virus-suero con R:eferencias 
Maedi . . cultivo con. virus- blastos fibroblastos 

.. 
- ,. . 

viS~ · suero (%) suero 
'JJOlD~ 

lº 500 DMEM2% 4ºC 18 h Monocapa 2 horas a 37ºC, 5% CO,. Bird et al. , 
Tras retirar el inóculo ( l 993) 
viral con suero, dejar 7 
días en incubación 

2º 100 DMEM 2% 4ºC 48 h Monocapa 7 días en incubación Lutley et 
(37ºC y 5% CO,) al., (1983) 

3º 500 DMEM2% 4ºC 48 h Monocapa 7 días en incubación Lutley et 
(37ºC y 5% CO,) al. , ( 1983) 

4º 100 DMEM2% 37ºC 30' Monocapa 7 días en incubación Narayan et 
en baño y (37ºC y 5% CO,) al., (1981 ) 
agitación 

5º 500 DMEM 2% 37ºC 30' Subcon- 7 días en incubación Este 
en baño y fluentes (37ºC y 5% CO,) estudio 
agitación 

6º 100 Ml99 0,5% 4ºC 48 h Subcon- 7 días en incubación Este 
fluentes (37ºC y 5% CO,) estudio 

7º 100 M199 0,5% 37ºC 18 h Subcon- 7 días en incubación Este 
fluentes (37°C y 5% CO,) estudio 

8º 500 M1 990,5% 37ºC 30 ' Subcon- 7 días en incubación Este 
en baño y fluentes (37ºC y 5% CO,) estudio 
agitación 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Entre los métodos estudi ados (T abla! ), se constató la necesidad de que los fibroblastos de piel 
llegaran a una subconfluencia de l 80r90% y no alcanzaran la monocapa, dado que ésta 
produce una conglomeración excesiva de células que conduce inevitablemente a su muerte. 
Por ello, se descartaron los cuatro primeros métodos especificados en Ja Tabla 1. Asimismo, 
se observó que en el medio de culti vo de elección debe minimizarse el contenido en suero 
(0,5 % de suero es suficiente cuando el número de células presentes en el pocillo al inicio del 
cultivo es elevado), ya que el suero, además de inhibir la replicación viral, puede ayudar a las 
células a crecer en exceso. Curiosamente , algunos autores defienden el uso de monocapas y el 
uso sistemático de mayor cantidad de suero (métodos l º al 5º). 

De los ocho métodos utilizados, solamente dos (el 5º y 6º de la Tabla l ) d ieron 
resultados coherentes en todas las pruebas. La Tabla 2 muestra los resultados del método 6º de 
la Tabla 1 utilizando sueros de 8 ovejas de raza Rasa Aragonesa que habían sido infectadas 
experi mentalmente por MY. Éste es el método de e lección frente al 5º por dos razones 
fundamentales : I) ahorro de virus ( 100 frente a 500 TCID"' por poc illo); y ll) menor riesgo de 
contaminación al no uti lizar baño con agitac ión. S in embargo, el método 6º requ iere más 
tiempo de espera que el 5º (48 horas fren te a 30 minutos). Según se il ustra en la Tabla 2 , a una 
mayor dilución de l suero a titul ar corresponde un mayor porce ntaje de mortalidad, ya que hJy 
menos anticuerpos que puedan neutralizar J I vi rus . En el caso de IJs primeras J il uc ione'>. 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 más fácilmente y murieran o a que existiera algún factor citotóxico o 
citolítico en el suero, cuya actividad desaparecía al diluirse. 

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

,1 Mortalidad(%) en broblastos originada por sueros de distintas ovejas 
Inóculo aplicado a los 9012 9034 1049 1085 1063 1005 1059 8010 
libroblastos cultivados 

Medio de cultivo (control) o o o o o o o o 
Stock viral (control) 100 100 100 100 100 100 100 100 
Mezcla virus-suero l:l 16,6 o 16,6 41,6 16,6 16,6 16,6 8,3 
Mezcla virus-suero 1:2 16,6 o 16,6 41,6 16,6 16,6 16,6 16,6 
Mezcla virus-suero 1:4 16,6 o 16,6 66,6 16,6 16,6 100 100 
Mezcla virus-suero 1:8 16,6 o 16,6 66,6 16,6 16,6 100 100 
Mezcla virus-suero 1:16 16,6 o 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 

Título exacto de cada suei:o • 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 título de anticuerpos neutralizantes fue el de la oveja 1063 (>64). 
En todos los casos, el título exacto de anticuerpos neutralizantes, determinado por el método 
de c, se hallaba situado entre los va.lores 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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