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Summary

Sera from 122 parous Merino sheep were screened for cytotoxic
antibodies against sheep lymphocytes. Twenty antisera were selected. These
sera were subjected to cluster analysis, and six specifities, designated
M1-M6 were detected.

Resumen

Sueros procedentes de 122 ovejas paridas, de raza merina, han sido a-
nalizados en cuanto a su capacidad citotéxica contra antigenos linfocita-
rios ovinos. Se han encontrado 20 sueros positivos, los cuales han sido a-
grupados, por medio de un andlisis de agrupamiento (cldster), en seis es-
pecificidades llamadas M1-M6.

Recibido para publicacidén el 13-2-1986.
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Introduccidn

El nombre de antigenos de histocompatibilidad hace referencia al he-
cho de que intervienen en el rechazo de trasplantes. La regién donde se
sitlan los genes que controlan estos antigenos se conoce por complejo ma-
yor de histocompatibilidad (MHC). Fue descrito en primer lugar en el ra-
tén, pero andlogos sistemas se han encontrado en todas las especies de ma-
miferos y aves estudiadas hasta ahora (Gotze, 1977).

El estado de caracterizacién de los antigenos de histocompatibilidad,
para las especies domésticas, es escaso si lo comparamos con la especie
humana, primates y ratén.

En ovinos se han obtenido evidencias de este sistema, conocido por
OLA (Ford, 1974, 1975; Millot, 1971, 1979, 1984; Stear y Spooner, 1981;
Cullen y col., 1982).

Los estudios del MHC, en animales domésticos, se han ligado al cono-
cimiento de la asociacidén entre el MHC y la regulacién de la respuesta in-
mune y, por lo tanto, a la sensibilidad o resistencia a ciertas enfermeda-
des, de individuos con un determinado sistema antigénico (Cullen y col.,
1982). De aqui el interés que presenta su estudio, ya que un conocimiento
mas preciso de la distribucidén de los antigenos de histocompatibilidad,
dentro de los rebafios, puede permitir detectar asociaciones con diversas
enfermedades. Esta asociacién ha sido descrita entre los antigenos
OLA-A4-AB y B6 y la enfermedad conocida por scrapie o tembladera (Millot,
1982).

Hasta el presente, en nuestro pais no se han realizado trabajos sobre
el MHC en ovinos, por lo que nuestros primeros pasos se han dirigido a la
obtencidn de sueros reactivos que nos permitan conocer la distribucién de
antigenos linfocitarios en razas espafiolas. En estos estudios utilizare-
mos, para la obtencidén de los sueros reactivos, el suero procedente de
hembras primiparas y multiparas.

Material y métodos

El suero analizado.se obtuvo de hembras paridas de raza merina. Las
células se extrajeron de animales de diversas razas (tabla I).

SUEROS. Se ensayaron 122 sueros de ovejas primiparas y multiparas. Los
sueros fueron separados de la sangre venosa e inactivados a 562 C, durante
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30 minutos, y luego fraccionados y guardados a -202 C hasta su utilizacién
en la prueba de microcitotoxicidad.

Como control de citotoxicidad positiva se usé un suero de conejo an-
tilinfocitos ovinos, obtenido por inmunizacidn de un conejo, con suspen-
siones_de linfocitos de ovejas en PBS, que contenian, generalmente, de 3 a
5 x 10 células por mililitro, inoculando 0,5 ml cada vez. Las inoculacio-
nes se realizaron dos veces por semana, durante tres semanas, por inyec-
cién intradérmica.

Al cabo de dos semanas de la dltima inoculacidén se obtuvo suero por
extraccidn intracardiaca de sangre. El titulo de citotoxicidad del suero
fue, al menos, de 1/132. Como control negativo, las células fueron enfren-
tadas a PBS, en lugar de suero.

Inicialmente fueron enfrentados los sueros, sin diluir, con linfoci-
tos de al menos 35 ovejas. Los sueros que no mostraron ser claramente po-
sitivos, y los negativos, fueron descartados. Asi mismo, los sueros que
resultaron positivos fueron absorbidos con eritrocitos; y posteriormente,
titulados.

CELULAS. La obtencidén de linfocitos se realizé segidn técnica de Stear y
Spooner (1981) modificada: 2 ml de sangre heparinizada fueron volcados so-
bre 2,5 ml de Ficol-Urografin Schering 76% (densidad 1078 g/ml) y centri-
fugados en gradiente de densidad, durante 40 minutos, a 4000 g, en centri-
fuga refrigerada. La interfase, rica en linfocitos, fue recuperada y lava-
da por tres veces con PBS, a 1600 g, durante 10 minutos cada vez. Después
del primer lavado fue agregado un mililitro de tampén lisis, en frio, para
quitar los restos de eritrocitos. Finalmente la pella de células fue re-
suspendida en PBS. Después del contaje las concentraciones fueron ajusta-
das a 5-6 x 10 células, por ml. La viabilidad y pureza de las células fue
determinada en microscopioc con cémara Neubauer, hemocitométrica.

PRUEBA DE CITOTOXICIDAD. Se realizd segiln técnica de Terasaki y McCleve-
land (1964) ligeramente modificada: dentro de las placas Terasaki, los
reactivos fueron distribuidos con una jeringa Hamilton, a razén de 2 mi-
crolitros de suero. Cada microlito de suspensidn linfocitaria contenia en-
tre 5000 y 6000, y un microlitro de complemento (proviene de suero de co-
nejo libre de citotoxicidad). Las placas fueron incubadas a 372 C; las cé-
lulas fueron fijadas con tres microlitros de formalina al 30%, en PBS, pH
7,2, y cubiertas con aceite de parafina, hasta su lectura.

El porcentaje de citotoxicidad fue determinado usando un microscopio
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de contraste de fases, de luz invertida. Citotoxicidades menores de 30% se
consideraron negativas (fig. lc); y entre 35-60%, relativamente positivas
(fig. 1b); y las superiores al 65%, positivas (fig. la). Cada antisuero
fue comprobado con cada individuo, por duplicado y al menos en dos dife-
rentes ocasiones.

PROCEDENCIA DE LAS CELULAS. Las de oveja se obtuvieron de diferentes fuen-
tes (tabla I).

COMPLEMENTO. Fueron ensayados complementos provenientes de diversos anima-
les y complemento humano. Si bien el complemento humano demostré ser ‘el
mas efectivo, se usé complemento de conejo, por ser mds accesible (figq.
2).

ANALISIS ESTADISTICO. Los antisueros seleccionados fueron analizados por
comparacién 2 por 2, de pares de antisueros, donde cada suero fue compara-
do con todos los otros (van Dam y col., 1981). La significacién de la si-
militud se midid con una décima de X" de independencia; y el grado de aso-
ciacién fue expresado por el coeficiente de correlacidén (r, tabla II). Los
sueros mas similares fueron agrupados de acuerdo con el método de Sorensen
(Dagnielie P., 1975).

Resultados y discusién

De los 122 sueros ensayados, 27 fueron positivos; 8, dudosos; y el
resto, negativos. Los sueros dudosos y los negativos fueron eliminados, vy
los positivos fueron absorbidos con eritrocitos, quedando definitivamente
20 sueros claramente positivos; sueros que representan un 16% del total de
los ensayados. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros au-
tores {Cullen y col., 1981), quienes observaron variaciones de sueros po-
sitivos entre el 50% y el 20%. Los titulos de estos sueros se expresan en
la figura 3. Puede observarse que el titulo es bajo, y no debe extrafiar,
ya que, en general, nuestro método implica la obtencién de escaso titulo,
que se compensa con la presencia de una especificidad mayor en los sueros.
Los bajos titulos, pensamos, podrén ser superados por un posterior proceso
de inmunizaciones que se estdn realizando actualmente en nuestro laborato-
rio. Los sueros obtenidos se presentan, en su mayoria, como monoespecifi-
cos, ya que su comportamiento es similar cuando se han enfrentado a célu-
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las de al menos tres animales distintos. Sin embargo, el suero nimero
treinta (30) parece ser multiespecifico, ya que presenta dos titulos (1/4
y 1/8) distintos, con células de dos animales diferentes.

Los veinte sueros reactivos obtenidos fueron sujetos a un agrupamien-
to dentro de una especificidad, a base de los valores del coeficients de
correlacién, dando lugar a seis grupos antigénicos (tabla III y figura 4).
Hacemos resaltar cémo el {(nico suero monoespecifico aparece integrado en
un grupo aparte (M6). Cada grupo de determinantes antigénicos fue probado
con veinte (20) células diferentes y se observé que sueros del mismo grupo
presentaban un mismo modelo de reaccidn.

En todos los casos los sueros fueron utilizados al titulo 1; por lo
tanto, el suero 30, que pare reconocer dos especificidades, ha sido consi-
derado como monoespecifico y no se conoce hasta el momento si la segunda
especificidad es similar a alguna de las detectadas por los otros sueros.

Estos grupos antigénicos, detectados por nuestros sueros, han sido
provisionalmente nombrados como M1, M2, M3, M4, M5 y M6, y su denominacidn
definitiva estd pendiente del estudio de su forma de herencia, que en es-
tos momentos estamos analizando en nuestro laboratorio.
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Tabla I. Razas, ndmero de animales y procedencia de los utilizados en
nuestro estudio.

Raza N2 animales Procedencia
SUERQS
Merina 122 Depésito sementales ovinos (Hinojosa)
CELULAS
Landschaf 12 Granja Diputacidén. Cérdoba
Merina ‘ 7 Depésito sementales ovinos (Hinojosa)
Merina 11 Particular
Romanof 2 n
Manchega 1 n
Segurefia 1 "
TOTAL 34
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Tabla II. Férmulas usadas para el andlisis estadistico de los sueros.

1. tabla 2 x 2 antisuero 2
| |
l

|
+1A§B A + B

+

antisuero 1

C D C+D

{ A+C I B+D N =A+B+C+D

2.X2 cuadrado para independencia: (Afz ind.)

(A.D - B.C)Z.N

(A+B) (C+D) (A+C) (B+D)

3. Coeficiente de correlacién:

Tabla III..Coeficientes de correlacidén entre parejas de sueros probados en
35 ovejas. Subrayados los valores significativos.

SOEROS 2 56 62 323 5260 8 4 117018 7 66412 8993 80 38
2
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62 ] 93 91

3 | %6 55 85
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Figura 1. Fotomicrografia de linfocitos de ovejas, tras la realizacidn de

’,

la prueba de microcitotoxicidad. A, células muertas= 90%. B, cé-
lulas muertas >~ 30-40%. C, células muertas ~20%.
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Figura 2. Distintas fuentes de complemento utilizadas. Suero humano 4 ;
suero de conejo[J ; suero de cobaya g ; suero de cabra A .

Figura 3. Titulo de los 20 sueros positivos obtenidos.

Figura 4. Agrupacién de los sueros respecto a su similitud (método de
Sorensen).

wO
= S
Q,
8
0, <
2° =2
& u.
T —
o
I3
=
—
2
) 2
—
o —
T - -
g
o o
o 3 B2
[ “ 2 ©
- ~ .
“w
i
o &
w
: N
-
2 ;3¢
z S |
8 5 .
-d -
o. - Q) © R ) ) < CI
g : PR Iwis
© "3
w « 5 3
] 25 L)
2 Rl
7] = L
w e © [ °
- - ~
z | .
w ©
z : g
8 8
T 5 3
]
7 | #
o | o O
- (73] " E’)
O o = |
—d « 7]
2 8
8 o -
sellanw seN|8o 8p % hur -
’ o]
= )
-y
~
o
.
o
L_N
A\
\¥

a2
1he
18

«
—

Hf2

uolon|1p



