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PRUEBA DE MICRONEUTRALIZACION
PARA ESTUDIOS DE ANTICUERPOS DE LA FIEBRE AFTOSA

Maria Elma V. Ferreira*

COMUNICACION BREVE

L.a prueba de microneutralizacion (MN) pa-
ra el virus de la fiebre aftosa fue descrita por
Wagner y McVicar (4). Los autores utilizaron
las lineas celulares PK15, IB-RS-2 y BHK-21
Clon 13, ademas de cultives primarios de ti-
roides y de rifidn de bovino. En el sistema
propuesto, después de incubacidn previa, se
mezcld el suero-virus con la suspension celu-
lar y se distribuy$ en placas que de inmedia-
to se incubaron a 37° C en estufa de ambiente
humedo, con 5% de CO,. Los resultados se
basaron en la observacidn microscépica del
efecto citopitico a las 48 horas de incuba-
cidn. Las células BHK-21 demostr:«%ron ser
las méas adecuadas para este sistema,

En los laboratorios de América del Sur
donde se trabaja con virus de la fiebre afto-
sa, incluyendo el Centro Panamericano de
Fiebre Aftosa (CPFA), se utiliza la prueba de
seroneutralizacién con cultivos de células en
tubos. En este trabajo se proponen algunas
modificaciones en la prueba de MN que posi-
bilitan sustituir ventajosamente la prueba de
seroneutralizacion en tubos, principalmente
por la economia de material, de tiempo y de
mano de obra y ademas por que permite anali-
zar un nimero considerablemente mayor de
sueros. Tiene las mismas ventajas operativas
sobre la prueba de seroproteccién en ratdén
lactante.

Tanto las células BHK-21 Clon 13 (3) co-
mo IB-RS-2 (1) cultivadas en monocamadas
en botellas de Roux, se trataron ~on 1% de
tripsina a pH 7,7 y después se suspendieron
en medio Eagle modificado (3) con 10% de
suero bovino. Las suspensiones con 300.000
células por ml se colocaron en las cavidades
de las placas**a raz6n de 0,1 ml y, una vez
cubjertas con una tapa de vidrio o de plastico
que permite la circulacion de aire, se incuba-
ron a 37° C en estufa de CO,. Transcurridas
24 horas, las monocamadas de células esta-
ban aptas para ser utilizadas.

Se usaron las cepas de virus de la fiebre
aftosa O, Campos, Ag4 Cruzeiro y C3 Resen-
de. Las suspensiones virulentas correspon-
dientes al 42 pasaje en células BHK-21, des-
pués de ser clarificadas por centrifugacién y
tituladas, se diluyeron en medio Eagle modi-
ficado. En seguida se distribuyeron en ampo-
llas con 2 ml y se conservaron a -70° C hasta
el momento del uso. Cada ml de suspensidén
contenia suficiente cantidad de virus para
que, con apenas una dilucidn, se pudiesen
realizar todas las pruebas de un dia de tra-
bajo.

** Placa de microprueba FALCON 3040,

* Centro Panamericano de Fiebre Aftosa, Caixa Postal 589-ZC-00, Rio de Janeiro, RJ, Brasil,
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Los experimentos se realizaron con sue-
ros de bovinos vacunados, no vacunados o
convalecientes de fiebre aftosa, conservados
a -20° C e inactivados a 56° C durante 30 mi-
nutos.

Las pruebas MN se realizaron mezclando
0,5 ml de suero en diluciones al doble con
0,5 ml de una suspension virulenta que con-
tenia aproximadamente 1.000 DICCs0. Como
diluyente se utilizé medio Eagle modificado
con 250 U de penicilina, 25 mg de estrepto-
micina y 25 mg de Fungizona* por ml. E] pH
7,2 del medio (2) con una solucién 28 mM de
tampén HEPES*™ La mezcla suero-virus se
incubd a 37° C durante 1 hora.

El medio de crecimiento de las células se
eliminé invirtiendo las placas y secéandolas
con papel absorbente. A continuacién, en ca-
da cavidad se colocé 0,1 ml de la mezcla
suero-virus que contenia aproximadamente 100
DICC 50 y después de tapadas se mantuvieron
en la estufa de CO,. Transcurridas 48 horas,
las placas se sumergieron durante 15 minu-
tos en una solucién acuosa con 5% de forma-
lina y 0, 1% de cristal violeta para fijar y te-
fiir las células (Fig. 1).

La lectura se realizé por observacidn di-
recta de las placas, después de enjuagadas
con agua corriente. La dilucidn del suero que
protegi6 50% de las monocamadas, se calcul$
por el méiodo de Spearman-Karber.

No se observaron diferencias de titulos
del virus entre las dos lineas de células es-
tudiadas. Sin embargo, la lectura de la prue-
ba fue més facil cuando se utilizaron células
IB-RS-2, por presentar mayor desprendimien-
to de la monocamada celular cuando hubo re-
plicacién del virus (Fig. 1). Por este motivo,
se seleccionaron las células IB-RS-2 para
pruebas de rutina. Ademas, estas células pue-
den ser cultivadas en medio Earle que es de
bajo costo y que est3 al alcance de laborato-

rios con POCOS recursos.
————

* Squibb.,
**N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’2-Ethanesu1-
fonic Acid,

El uso de monocamadas de células pre-for-
madas permitié reproducir con mayor fidelidad
los resultados que con el método propuesto
por Wagner y McVicar. Probablemente esto se
debe a que las monocamadas pre-formadas pre-
sentan méas uniformidad y se eliminan varia-
ciones que pueden ocurrir en las primeras ho-
ras de formacién de la monocamada celular.
El empleo del tampén HEPES se considera
importante para lograr resultados reproduci-
bles ya que estabiliza el pH durante el perio-
do critico de las primeras horas cuando se pe-
gan las células y se forman las monocamadas.

También influye favorablemente la utili-
zacién de un virus que se conserva a -70° C
y del cual, partiendo de una ampolla en una
sola operacién se prepara la dilucién que se
necesita para una jornada de trabajo.

La posibilidad que ofrece esta prueba de
reproducir los resultados se estudid a través
de un experimento con 14 sueros bovinos en
los que para cada suero se repitié 5 veces la
determinacidn del titulo de anticuerpos. En
cada titulacién se utilizaron 6 orificios por
dilucién. En estas condiciones se tiene una
probabilidad de 95% de que una determinacién
cualquiera varie alrededor del valor real en
0,22 para los virus O:1y Cayen +0,35 pa-
ra el virus A,,.

No se observaron diferencias significati-
vas en los titulos de los sueros examinados
con dosis de virus que variaron de 50 a 200
DICCgso. También se comprobd que la media
para una confianza de 95% del niimero de
DICCgo durante 6 meses fue de 118+22,
100+18 y 135+22 para los tipos O, A y C
respectivamente.

Sin embargo, se demostrd que los titulos
de los virus eran por lo menos dos veces mas
bajos cuando se utilizaron células recién re-
tiradas de nitrégeno liquido y con pocos pa-
sajes. Para tal motivo, las células nuevas
fueron pasadas 5 6 6 veces antes de realizar
la prueba para lograr que el virus alcance al
titulo previsto.
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La formacién de pequefias placas produci-
das por algunas cepas del virus de la fiebre
aftosa no interfirid en las lecturas (Fig. 1 b).

La prueba MN descrita en este trabajo no
necesita de equipo especial, con excepeibn
de una estufa de CO, y de placas de micro-
prueba. A pesar de que las placas son descar-
tables, pueden ser usadas varias veces, lo
que compensa su precio elevado. No obstan-
te, su lavado debe hacerse con mucho cui-
dado, teniendo la precaucién de no rayar el

fondo de las cavidades.

Aln son necesarios mayores estudios pa-
ra comprobar la sensibilidad y especificidad
de esta prueba en relacion con el estado in-
munitario de los bovinos. Sin embargo, con el
conocimiento adquirido en nuestros ensayos
es posible obtener rapida informacién sobre
el comportamiento de la vacuna antiaftosa a
nivel de campo y realizar muestreos con cen-
tenas de sueros para vigilancia epidemiold-
gica.

2 000000000

1/16

1/32

1/64

4

FIGURA 1. Prueba de microneutralizacién con células IB-RS-2, La utilizacién
de 4 diluciones por suero y 4 orificios por dilucién permite el estudio de 6
sueros.a) La presencia de monocamadas totalmente coloreadas indica la exis-
tencia de suficientes anticuerpos para neutralizar 100 DICCs0; b) formacién
de placas visibles, y c) el desprendimiento total de células indica la ausencia

de anticuerpos.
*¥ Dilucién del suero,
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