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PRUEBA DE NEUTRALIZACION POR REDUCCION DE PLACAS
PARA LA EVALUACION DE ANTICUERPOS CONTRA LA FIEBRE AFTOSA

P. Augé de Mello*

COMUNICACION BREVE

E.a prueba de neutralizacidén por reduccidn
de placas (NRP) para estudios en fiebre afto-
sa fue descrita por McVicar et al. (4). Utiliza-
ron cultivos secundarios de células de rifién
bovino, con 6 dias de incubacidn, cultivados
en placas plasticas descartables y, como
"overlay'', 0,6% de goma Tragacanth (5).\
Veinte horas después de la inoculacion de la
mezcla muestra-virus, conteniendo 40-50 uni-
dades formadoras de placas (UFP) del virus
de la fiebre aftosa, las células fueron fija-
das y tefiidas y el resultado expresado como
el log de la reciproca de la dilucion de la
muestra que neutralizaba 73% de las UFP.

Las células BHK-21 Clon 13 e IB-RS-2
con "overlay" de agar han sido utilizadas
durante varios afios en los trabajos de rutina
del Centro Panamericano de Fiebre Aftosa
(CPFA). Con el inicio de los estudios epide-~
miolégicos, que incluyen grandes cantidades
de muestras, fue necesario introducir técni-
cas mas practicas y que permitiesen resulta-
dos mas répidos. |

La NRP fue adaptada a las facilidades de
nuestros laboratorios para alcanzar ese obje-
tivo. La utilizacion de las células IB-RS-2
cultivadas en placas de vidrio montadas en
cajas de aluminio y el uso de gomas disponi-
bles en-el mercado local tornd posible su
aplicacion en forma de rutina para estudios
epidemiol6gicos de acuerdo con nuestras con-
diciones.

Células IB-RS-2 Clon 17 (1) fueron culti-
vadas en placas de Petri 15 x 60 mm. Cada
placa fue sembrada con 1,2 x 106:0 células
con 6 ml de medio Eagle modificado (2) con-
teniendo 10% de suero bovino inactivado. Las
placas fueron montadas en cajas de aluminio
especialmente confeccionadas para contener
6 fondos o 4 tapas (Figs.1y 2). La incuba-
cién se hizo en atmdsfera humidificada y con
5% de CO,, a 37° C durante 48 horas.

Las muestras en estudio, previamente
inactivadas a 56° C por 30 min (suero bovino
o material esofagico-faringeo) fueron dilui-
das, en serie, en medio Eagle modificado
conteniendo 28 mM de &cido N-2 hydroxy-
ethyl-piperazine-N’2 ethane-sulfonic (HEPES).
Para cada dilucién de la muestra se adiciond
igual cantidad de suspension de virus de tal
forma que la mezcla muestra-virus contenia
50-60 UFP por 0,1 m!l. La mezcla muestra-vi-
rus se incubdé en bafiomaria durante 30 min
a 37° C.

Retirado el medio de cultivo de las célu-
las, la dilucidén correspondiente muestra-vi-
rus fue inoculada en cantidad de 0,1 ml por
placa de Petri y el contacto virus-célula se
mantuvo durante 30 min en estufa CO, a 37°
C con movimiento ocasional para redistribu-
cién del indculo. ‘
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FIGURA 1. Caja de aluminio confeccionada para contener 6 fondos,

FIGURA 2. Caja de aluminio confeccionada para contener 4 tapas.
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Fueron utilizados dos tipos de goma en-
contrados en el mercado local con los nom-
bres de Adragante* y Karaya* (3). La prepa-
racion de las gomas para ser usadas como
"overlay" se hizo de la siguiente forma:

Goma Adragante

La goma adragante se preparé a la con-
centracién de 2,5% (p/v) disolviendo el pol-
vo, con fuerte agitacién, en agua desminera-
lizada previamente calentada a 50° C. Una
vez formada una solucién coloidal de aspec-
to homogéneo, se adicionaron 2,5 m! de rojo
de fenol a 1% (p/v) por litro de solucién y en-
seguida se llevé al autoclave a 120° C duran-
te 20 min. Después de la esterilizacién la so-
lucibn fue conservada a 4° C. En el momento
de uso la goma fue pre-calentada a 37° C,
agregandose igual cantidad de medio Earle
2 x concentrado conteniendo 500 U.L. de pe-
nicilina, 1 mg de estreptomicina y 5,0 mg de
Fungizona por ml.

Goma Karaya

La goma karaya se prepard al 2% (p/v) en
agua desmineralizada de la misma forma des-
crita para la goma adragante. En el momento
de uso y después de haberle adicionado igual
cantidad de medio Earle 2 x concentrado con-
teniendo antibibticos, el pH de la solucion
fue ajustado a 7,4-7,6 por medio de NaHCO3,
a 7,5%, necesitando agregar aproximadamen-
te 10% de NaHCOgs para alcanzar el pH de-
seado.

La goma (adragante o karaya) se depositd
en cantidad de 3 ml por placa y enseguida
incubada en estufa durante 24 horas a 37° C
en atmésfera humidificada y con 5% de CO..
Durante ese periodo se tuvo la precaucién de
no mover las placas de Petri para evitar la

* Adragante es lo mismo que Tragacanth -
goma derivada de varias especies de la
planta Astragalus.

Karaya - goma derivada de varias espe-
cies de la planta Sterculia.

* %k

e 1"
formacidén de placas ''cometas’ como se pue-
de ver en la Fig. 4 arriba y a la derecha.

Transcurrido el periodo de incubacidn,
las células fueron fijadas por 30 min con una
solucién de formol a 20%, lavadas en agua
corriente y tefiidas durante 10 min con cristal
violeta a 0,5% en una solucién de alcohol
etilico a 20% en agua destilada. El colorante
fue recuperado y las células lavadas en agua
corriente.

Después de la lectura de las placas los
resultados se expresaron en porcentaje de
neutralizacién de las UFP calculado segiin
fue desctito por McVicar et al. (4): 1) calculo
del % de reduccién del niimero de las UFP en
cada dilucién de la muestra; 2) transforma-
cidn de los porcentajes en probits; 3) calculo
de la linea de regresién de los probits; 4)
célculo del titulo de la muestra sobre la base
del 73% de reduccidén de las UFP. En nues-
tro caso optamos por 70%.

Los resultados obtenidos con las gomas
adragante y karaya en las concentraciones de
1,25% y 1% respectivamente fueron similares.
No se observaron sefiales de toxicidad para
las células IB-RS-2 las que siempre presen-
taron buen aspecto y obrevivieron mas tiem-
po cuando fueron comparadas con las de
"overlay" estandar de agar. Por otro lado,
la utilizacién de estas células con "overlay"
de goma permitié que el virus de la fiebre af-
tosa formara placas bien definidas en sola-
mente 24 horas (Figs. 3 y 4), lo que no ocu-
rre con las células BHK-21 Clon 13. Ademas,
los titulos obtenidos, comparados con los de
agar, fueron siempre iguales o superiores y
por esa razdn pasamos a utilizarla para las
titulaciones de virus de la fiebre aftosa en
forma rutinaria. 4

El uso de bandejas de aluminio para mon-
taje de las placas de Petri aumentd el rendi-
miento de las placas, simplificé el trabajo y
permitié un mejor aprovechamiento de la capa-
cidad itil de las estufas de CO..
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Con las modificaciones introducidas fue de virus de la fiebre aftosa de modo practico

posible adaptar la prueba de NRP para uso en y econémico, con lectura en sdlo 24 horas.
rutina como también utilizarla en titulaciones

FIGURA 3, Placas producidas por el virus de la fiebre aftosa
tipo O en las células IB-RS-2 con "overlay" de goma en 24 ho-
ras de incubacién,

FIGURA 4, Placas producidas por el virus de la fiebre aftosa
tipo O en las células IB-RS-2 con "overlay"” de goma en 24 ho-
ras de incubacidn; en la placa superior derecha se observa el
desarrollo de "cometas",
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