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En el presente trabajo se realizo la tipif.icac}:ionkfdev 6:
anticuerpos monoclonales (AM) seleccionados a partir ‘de, la
clonacieén de hibridomas' producidos en un trabajo prev.io‘, paia
lo cual se utilizaron las pruebas de DOT-ELISA, ELISA, ELISA- ;
doble Sandwich e Inmunofluorescencia indirecta {(IF). ‘ N

Se efectuaron reclonaciones y se seleccionaron las 6
clonas que dieron una reaccioén mas fuerte con la técnica de
DOT-ELISA wutilizandose como antigeno la cepa Acatlan V-319
del virus rabico. Obteniéndose titulos de 1:8 000 y 1:128.

Posteriormente estas clonas fueron expandidas e
inoculadas en ratoﬁes pristanizados para obtener liquido
ascitico (abundante en anticuerpos). Para detectar los
anticuerpos en el lliquido de ascitis se realizé la prueba de
IF, wutilizando monoestratos de células BHK-21 infectadas con
la cepa Acatlan V-319 e Improntas de cerebro de ratoéon
infectadas con la cepa CVS. Los 6 AM dieron resultados
positivos con ambos antlgenos. Tambien se determino la
presencia del antlgeno (cepa Acatldn V-319) con el uso de la
prueba de ELISA doble sandiwich, utiliziandose este diferentes
concentraciones. Se observo reaccion positiva con estos 6 AM
a una concentracion de 320 ng de protelna viral.

El 1isotipo de los 6 AM's segregados por las clonas se
determiné por xedic de la prueba de ELISA enpleando 1los
conjugados peroxidasa anti-IgG y peroxidasa anti-IgM de
raton respectivamente, resultando que los 6 AM estudiados

presentaron el isotipo IgG.



INTRODUCCION.
1.1. Antiouerpos Moncoleonales en Virologla.

La propiedad que tienen los anticuerpos monoclonales
(AM) de reconocer un sélo determinante antigénico de entre
una mezcla compleja de antigenos, es uno de los hechos mas
. relevantes en el A4rea de la biomedicina (Aguilar y
Kretschmer, 1985; Goding, 1980).
- _Muchos laboratorios de ‘.rirologla de diversos palses,
 han obtenido AM dirigidos contra las protefnas estructurales,
internas y externas de diversos virus y contra los antlgenos
virus inducidos no estructurales; ésto hace que los AM sean
empleados con frecuencla para algunos de los siguientes
propositos:
1. Mapeo de los sitios antigénicos de las protelnas
virale’s,’ a fiIn de examinar las bases moleculares de su

variacién (Gerhard y Webster, 1978; Wiley et al., 1981).

2. Tipificacidn y subtipificacion de los virus (Rusell et
al., 1981).
3. Localizacién y definicién de las proteinas virus -

inducidas y su expresion celular aun en cantidades muy
pequeflas (Rouse y Babiuk, 1978; Castella y Gros, 1982).
4. Aislamiento en forma pura de los diferentes componentes
virales y de otros componentes relacionados, tales como
el interferon (Parkhouse, 1984; Secher y Burke, 1980).

5. Analisis de la habilidad protectora de los AM dirigidos



contra los diferentes éoﬁp&néntés: ‘virales, ‘ast como “la

ﬁébiiidad “prbtectora der laé diferentes clases: ‘de

anticuerpos (Lechwort III y Appleton, 1983). L

>6.: Estandarizacién en el diagnéstico de enfermedaqes;”
virales (Cepko ¢t al., 1981). :

7. Aislamiento de proteilnas virales y sus RNA ﬁéhéaféfoé:l

como primer paso para la clonacién molecular,fde<_lé$,‘

antlgenos de interés (Wiktor, 1985).

1.2, Rabia.

2.3.1. Generalidadess.

E1 virus de la rabia es de gran importancia meédica,
pues produce una enfermedad ampliamente distribuida sobre
todo en climas tropicales. Solo Australia, Islas Britanicas,
Islandia y algunas otras islas, se han mantenido libres de
esta enfermedad (Espmark y Grandien, 1983).

La rabia puede infectar tanto a mamliferos domesticos
como salvajes; estos ultimos constituyen un reservorio
Iincontrolable. En Apérica del Norte y Europa Occidental, la
rabia que afecta a los animales domésticos (perros, gatos,
etc.) ha sido erradicada, sin embargo subsiste la rabia de
tipo silvestre. En palses con menos recursos econémicos, no
ha sido posible controlar la rabia de tipo domeéstico ¢ urbano

(Davis et al., 1978; Aguilar et al.. 1986).
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Labkh rabia es letal en animales superiores iIncluyendo al
ho)nbre, por ‘lo que es Iimportante su control y erradicacién.
El virﬁs pfogresa a lo largo de las fibras nerviosas hasta
alcanzar el Sistema Nervioso Central, ocasionando una
encefalltis grave y mortal. El virus se transmite mediante la
saliva, por 'la mordida de un animal rabioso a uno
susceptible. Se cree que los murciélagos infectados, producen
un a‘erosol»con,sus‘l seéreciones contaminadas, permitiendo la
penetracioh del vizru‘s:‘ por las fibras nerviosas del aparato
respiratorio fanto del hombre como de otros animales (Davis

t al., '1978).

1.2.2. Propledades.

Es un virus perteneciente a la familia Rhabdoviridse,
genero Lygsaviryg- Los viriones presentan una forma
cilindrica con una extremidad redondeada y otra plana por lo
que recuerda a la forma de un proyectil. Sus dimensiones son
de 180 X 70 nm (Davis et al.., 1978; Lecocq y Kieny, 1965).

En el virion se identifican 5 proteilnas: la proteina N
(nucleocapside) con PM de 55.5 kilo Daltons (kD) la cual esta
constitulda por 1 800 moléculas protelcas. La protelna [,
(transcriptasa) formada de 30 a 60 moléculas de protelna con
un PM de 185 kD. Otra proteina NS (trascriptasa no

estructural) formada con 950 moléculas de protelna con un PM



de 37.5 kD. Este complejo dé protelnas efectua la
_transcripcion del ANA mensajero, donde las protelnas N8y L
actuvan como polimerasas. mientras que la protelna N sirve como
molde para la sintesis del nuevo material genético (Luria et
al., 1978; Lecocq y Kieny, 1985; Dietzschold et al., 1979;
Wiktor et al., 1973).
La envoltura lipo-proteica contiene i 500 moléculas de
proteina M con un PM de 25.8 kD y 1 800 moléculas de protelna
@ con un PM de 67 kD. La protelna glicosilada (@) constituye

el uonico antligeno de superficie y por lo tanto Iinduce la

formacion de  anticuerpos, en los 58 aminocacidos
carboxiterminales, que .es. donde reside la variabilidad
antigénica de las cepas rdbicas (Luria et al., 1978;

Dietzschold et a8l., 1979; Wiktor et al., 1973; Dietzschold et

al., 1983; Lecocq y Kieny, 1985).

1.3, Atlouerpos Monoolonales contra @l virus Rabiloo.

La aplicacion de la teécnica de AM (K8hler y Milstein,
1975), ha dado como resultado , conocer ampliamente las
caracteristicas epidemilégicas del virus, y bha permitido
utilizarlos con algunas de las finalidades tales como:

1. El estudio de la variabilidad antigénica del virus, con
mutantes producidas tanto "in vitro!” come '"in vivoe"
resistentes a la neutralizacidn (Koprowski y Wiktor,

1981; Lafon et al., 1983).



2 ,';;a ,‘,"cérac’té,rizac.iOn del sitio de va'r'i;c’i’dhA j»dre la .
o : ‘sv‘{e‘c‘u,e'nc.i:a' de la proteilna @ que deflne la patogenicidad
del virus (Flamand et al., 1985).

3. “‘L.Var brbduccidn de anticuerpos anti-idiotipicos del
‘ én#‘i;geno rabico, capaces de inducir la formacidn de
'V.t:)htbicuierpos neutralizantes (Reagan et al., 1983).

4 ‘ Lék caracterizacion de los genes que intervienen en la

patogenicidad (Wiktor et al., 1984; Kieny et al.., 1984).

' El :d.iagno.ético y la diferenciacioén de cepas (Sureau et

“al., ©1983; wWiktor 'y Koprowski, ~1980; Flamand et al.,

1960). ..

b : En tfabajos . ‘p‘j-evios se produjeron y clonaron celulas
: hibrida:s‘v 'pfoductaras de anticuerpos contra el virus de 1a
rabia (Lara, 1988). Estas células se reclonaron nuevamente y
s seleccionaron 6 clonas en el presente trabajo,
estudiandose con el fin de elegir una que produjera un AM
atil para el diagnéstico de la rabia, para lo cual se
utilizaron la prueba de Inmunofluorescencia indirecta (IF) y
1la prueba de Inmunoensayo enzimatico (ELISA). ‘stas pruebas
son de gran utilidad ya que pueden hacerse en diferentes
condiciones. La prueba de IF, por ejemplo se puede realizar
en Iimprontas de cortes de tejidos de diferentes especies de
animales y del ser humano. La prueba de ELISA se puede
realizar de una secrecidn o macerado de tejidos procedentes
de las diferentes especies involucradas con la epidemiologla

de la enfermedad.
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La produccién de este tipo de reactivos ofrece 15
ventaja de una mayor especificidad, por ejemplo en la prueba’
dé IF con anticuerpos policlonales se necesita el uso ‘de
material infeccioso para su absorcidn lo que implica mayor
consumo de tiempo. Con los AM la prueba de IF no requiere de
la absorcién con el material infecciosc si se utiliza . La:
prueba de FELISA la especificidad del AM permite eliminar
reacciones cruzadas con otros antigenos irrelevantes o
contaminantes que dan reaccionan falsas positivas con el
suero policlonal.

El1 AM es ademas un reactivo homogéneo y se puede
seleccionar uno de alta afinidad hacia el determinante
antigénico en esfudio, aumentando con eilo la sensibilidad de
la prueba ecapleada, pudiendose detectar pequenisimas
cantidades del antigeno. Con este tipo de reactivos, el
diagnostico se hace mas eficaz ya que con esto se disminuye

la probabilidad de reportar resultados falsos negativos.



OBJETIVO.

Seleccionar de un conjunto de hibridomas una c¢lona
productora de anticuerpos util para el diagnostico de rabia,

y caracterizar el anticuerpo producido.



MATBRIALRS Y MXTODOS.

3.1. Animales.

Se ytilizaron ratoneslvhenbras y maéhds ‘de 'la’ cepa palb

/ ¢ singénicos de 20 a 30 g de'pes ; cepéj CD';I d¢41;5

a 20 g de peso.

3.2. celulas Hibrides.

Los hibridomas utilizados provienen‘ de una fusién
previa entre esplenocitos de raton Iinmunizade con virus
rébico cepa Acatldan V-319 y células de mieloma de ratdn linea
SP / 0 (Lara, 1988).

z Los hibridos se cultivaron en medio selectivo "HAT",
integrado con medio Iscove (Sigma), complementado con 20% de
suero fetal bovino (SFB, Sigma), 2% de wuna mezcla de
hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT, Sigmal), 1.2% de
glutamina y antibidticos {Gibco). Estos se congelaron en

nitrogeno liquido en una suspension de SFB y 10% de dimetil

sulféxido (DMSQ} hasta el momento de su utilizacién.



18,8, Virus Rabico.

Se utilizéd la cepa Acatlan v-319, la cual se propagé en
5.7
monoestratos celulares BHK-21, con titulo de 10 DL (i.c.
50
ratén de 15 a 20 g de peso y de cepa CD 1), este titulo fue

reportado en un trabajo previo (Lara, 1988).

3.4, Cultivo de Colulas Hibrides.
3.4.1, Obtencieén de Meorofagom y rimoccitos.

24 horas antes de cultivar los hibridomas se sembx;'aron
celulas alimentadoras (macrofagos y timocitos).

Los timocitos se obtuvieron del t;imo de un ratén cepa
CD- 1 de 3 semanas de edad aproximadamenté. En condiciones
esteriles se extrajo el timo y se preparé una suspension en
medio Iscove complementado con 5% de SFB y antibioticos, la
viabilidad y el numero de células se verificaron con la
tincion de azul de tripdan.

Los macrofagos se obtuvieron de la cavidad peritoneal
de 2 ratones adultos de 20 a 30 g de peso, cepa CD 1. En
condiciones esteériles se les retird la piel abdominal y por
via Iintraperitoneal se les inocularon a cada ratén 5 ml de
una solucion de sacarosa estéril al 11.3% y 400. Después de
un pequeflo masaje se aspird la suspension por la misma via,
se centrifugé a 800 X g / 10 min y el sedimento formado se

resuspendié en medio Iscove con 20% de SFB y antibioticos.



10

Nuevamente se verificaron la viabilidad y el numero de
células con la tincion de azul de tripdn.

Los timocitos y macroéfagos se mnezclaron en una
proporcién de 10:1 (106 macrofagos y 107 timocitos / ml) los
cuales se resuspendieron en medio selectivo "HAT"
complementado con 20% de SFB y antibioticos. Estos se
distribuyeron en 2 micro placas de 24 pozos cada una (Nunc
Intermed), colocando 0.5 ml de esta mezcla en cada pozo. Las

o

placas sembradas se incubaron a 37 C en una atmésfera humeda

¥y con 5% de CO .
2

3.4.2. Reclonaoion.

Los hibridos descongelados fueron cultivados en
botellas de pldstico de 25 cm2 de superficie (Nunc Intermed),
con medio selectivo "HAT" con 20% de SFB. Después de este
perlodo, se verifico la viabilidad con la tincion de azul de
tripdn. Posteriorumernte se tomaron 50 de estas células, las
cuales fueron distribuidas en las 2 micro placas previamente
sembradas con los macréfagos y timocitos las cuales se
mantuvieron a 37oc en una atmésfera hibwmeda y con 5% de CO

2
(Henry et al., 1980).
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3.5, Datacoion da Anticucrpos por la Prusba de InBuno&nsayo
Enzisdtioo en papel de Nitrocelulose (DOT-ELISA).

Después de un periodo de Incubacién de 10 dias
posteriores a la clonacidn, ‘de los pozos en los cuales - se
observé aumento de hibridomas, = se tomd sobrenadante, ‘para
determinar la presencia de anticuerpos uti,iizandq 1;3 ‘té‘c'n.ic‘:la_

de DOT-ELISA.

3.5.1., Sensibilisacién dal papel de Nitrocalulosa.

siguiendo la metodologia de Lin y Halbert (1983), la

suspension del virus rabico (Acatlan V-319) se pasé a- traves

de un filtro de ni croceluios_a de 47 mm de diametro y de ‘220

nm de tamano de pero (Millipore) hasta su saturacion. ' Despuées

se dejaron secar y se cortaron discos de 5 mm de didmetro los
]

-cuales se guardaron a -20 C hasta el momento en que se

utilizaron.

3.5.2, Deteceion de Anticuerpos.

Los discos sensibilizados se descongelaron a
temperatura ambiente, colocando un disco por cada pozo, con
la parte del virus hacia arriba en una micro placa de 96
pozos (Nunc Intermed). Posteriormente se colocaron por cada

pozo 0.3 ml del sobrenadante del cultivo de los hibridos. La



' sobrenadantes - se incubo durante 2 h. a

; Deébues se realizaron 3 lavados con una solucion de
Té.‘sf—kr'ueéﬁ;._zo k(SVIgaa) al 0.05% (18S: solucion amortiguadora de
. trietanolamina que consta de 7.5 g de NaCl, 2.8 ml de
trietanolamina, 17 nl de HCl IN, 0.1 g de MgCl 6 H O, 0.02 g
de CaCl 2 H Oy 1 000 ml de H O desionizada)‘,? en2e1 yltimo
lavado ge d;jo 10 min con la ﬁolucidn de lavado sobre los
discos. De..spues se agregaron 0.0S ml de una solucion de
conjugado peroxidasa anti-inmunoglobulina G de ratén (;igma)
dilutde 1:200 en TBS-Leche descremada Sveltes (Nestlé) al 1R,
incubandose durante I h a 37oC. Posteriormenie se realizaron
nuevamente 3 lavados como se menciond. Después se agregaron
0.05 ml de solucidon de sustrato (7.5 mg de diaminobencidina
(Sigma), 15 ml de TBS y 0.015 ml de H O al 30%), Incubandose
durante 30 min a temperatura ambjentezyzprotegienda ta placa
de la luz. Por wltimo se lavaron los discos 3 veces con TBS y
se dejaron secar para su posterior analisis.

Los discos positivos se tinen de color café los cucles
se confrontan con testigos positivos y negativos. De 1los
sobrenadantes que resultaron positivos se eligié unicamente
_las:colonias de hibridos del pozo donde la coloracion fue mds
fuerte para la prueba . Estas células hibridas se sacaron y
se reclonaron nuevamente como se describe en el 1inciso
3.4.2.. £l paso de reclonacion se repitié en 4 ocasiones nas,
hecesarias para asegurar la seleccidén de una sola clona

secretora de anticuerpos unicos y especificos contra el

antigeno rdbico.
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3.8, Xxpansidén de las Clonas y Obtenoidn - de Liquido de
' Ascitis.

De la tltima reclonacion, las clonas seleccionadas se
expandieron individualmente en medio “HAT" coamplementado con
208 de SFB, las cuales se mantuvieron en botellas de plastico

para culti vo celular (Nunc Intermed) y el resto de .las. clonas

elecc.lonadas pero que resultaron positivas.a la prueba de
ISA," se congel aron y guardaron a ~7aoc.
Las clohas en expansion al llegar a la cantidad de 107
- {celurlAasi" v.&&bles por | botella de plastico 6 mds. . , - fueron
i.i'ndvc’:!i:l;das‘ enira tones previamente pristanizados (0.5 ml de
‘érjigtén (Sigma) via .int;raperi toneal 30 dias antes . de la
T ino‘culacion)‘, esto de. acuerdo a _Zo mencionado por !Ioogenraad
et al. . (1983).

Despues de 10 dlas de haber inoculado las clonas en los
ratones pristanizados, - se cogecho el liquido de ascitis por
via ' intraperitoneal, el cual se centrifugé'a 800 X g en 10

_min.  El sedimento formado por las-’ceéliitas fue congelado. y
guardado en nitrogeno lilquido, wmientras que el sobrenadante
correspondiente al liquido de ascitis fue .congeladoc y
guardado a —7HOC para la determinacién y caracterizacion de
los anticuerpos especificos.

En la fig‘ura No. 1 se muestra la forma de obtener .el

l2quido de ascitis, en un ratdn previamente pristanizado, con:’’

10 dias posteriores al inoculo de las cdlulas hibridas. - E1



.-itquido de ascitis obtenide, Jjunto con las celulas se guardd,
como’ se menciona anteriormente y"‘eli 'ratah se dejo ”descahsar

de 2-3 dias para una nueva obtenc’.idn:,,;

3.7. Conocentracidn dol Virus Rébioo.

Siguiendo la metodologla de. . Sokol — -(1976); 1a
‘concentracion del virus ra&ico. se hizo a partir :de 13>
cosecha del virus cultivado en-monoestratos celulares BHK-21
infectados con la cepa Acatlan V-319 (Lara, 1988}.

&1 material infeccioso se mezcld con 0.2% de Acetato de
Zinc 1M a pH 5.0 dejdndose incubar 1 h a 40(,'. Despues se
centrifugds a 1 000 X g durante 40 min. £l sedimento  formado
se resuspendié en una solucitdn de EDTA disédico al 11.7% pH
7.8 ajustado con Iris-base, la mezcla se clarifice y - se
centrifugs a 1 000 X g durante <40 min. FE1 sobrenadante
recolectado se pasd por  una columna de Sephadex ~75
equilibrada con amortiguador NT pH 7.8 (0.13 M de NaCl y 0.05
. M.de Tris-base).

T Para que la separacién por la columna de Sephadex G-75
fuera eficiente se paso 1/3 del veolumen de muestra por el
" volumen total de Sephadex. Las fracciones recuperadas por la
columna (2-5 al), fueron analizadas en un espectrofotometro
(Beckman Mod. DU-7), ya que las protelnas de superficie del
virus rdbico absorben a la longitud de onda de 260 nm. La

parte recolectada donde se encontré las protelnas del virus
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i;gbica, fue trataao pén una nesz'.la}'deflox de MgSO 0.04M y
oozng : /‘. ml- de  solucioén de. >RNAsa durante :0 min a
| té;rzperatura ambiente, luego se agregd 0.02 mg / al de
solucion de DNAsa durante 40 min a teamperatura ambiente. Por
&ltimo la mezcla se ultracentrifugé a 49 000 X g durante 90
min a 400. El sedimento formado se resuspendi¢ en un pequelio
voiumen de PBS pH 7.8, que se congeld hasta el momento de ser

utilizado.

 3.7.1. Determinscien de Frotelnss Viralss.

Para saber la concentracion de proteinas de la nmuestra
del antigeno  rablco ya concentrado, se realizo su
determinacion, con la técnica de Lowry-Folin (1951).

Como primer paso se realizé una curva patrén utilizandoe
albomina bovina fraccién IV como estandar al 1%, de ésta se
prepararon soluciones con diferentes concentraciones, que
fueron de 0.01 a 0.25 ml de eéste. Posteriormente se llevd a
0.4 ml con NaCl al 0.85% y se agregaron a cada lubo 2.0 ml
del reactivo de Lowry (50 ml de Na CO al 2% en NaOH 0.l1M,
0.5 ml de tartrato de sodio-potasio §1 gz y 0.5 ml de CusSO 5
H O al 1X). Despues se dejo Iincubando 10 min a temperatZra
aﬁbiente. Luego se agregaron 0.2 ml1 por cada tubo del
reactivo de Folin (Merck) diluldo 1:3 con H O desionizada.

La wauestra del virus rdbico se diluyg 1:21 con PBS pH

7.8, a la cual se le determinsé la cantidad de protelnas,

siguiendo los mismos pasos que se mencionan para .la curva



":i.patron, - ‘sustituyendo el paso de la muestra estdndar.por ‘la .

. del virus.:’

3.8. Dstecctén del Antigeno Rabico por la Prusba de

I fluor ncia (IF).

Se realizo en improntas de cerebroé de'{'atohe.é ((;‘:D Y
infectados con el antigeno rabico cepa CVSky:eA‘monSestratos
celulares BHK-21 infectadas con el 'an’tigeno‘ rabico - .cepa-
Acatldn V-319.

Las improntas de los cerebros macerados se fijaron:. . en
portaobjetos 1libres de grasa y polvo, con acetona fria'
durante 15 min y se guardaron las muestras después ‘,37 7-"700(:
hasta el momento de ser utilizadas.

Siguiendo la metodologla de smith et al., (1976), se
prepararon las placas con los monoestratos celulares de BHK-
21 infectadas con el virus rabice, fijAndose como se menciono
anteriormente para las improntas, guardandose estas a —2000
hasta el momento de su utilizacioén.

De acuerdo a Durham et al., (1986) - los anticuerpos
monoclonales producidos contra la rabia resultan ser mas
especificos a pH ligeramente alcalino, por lo que la
netodologla que se siguid fue considerando esta observacién.

Las placas con las improntas & con Jlos monoestratos
celulares BHK-21 utilizados, fueron descongeladas

previamente. Posteriormente se cubri¢ la muestra Iinfectada
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150, da(zie t})tal. 6 con el llduido de ascitis total
iluldo: incubra‘ndo’se d:.;rante 30 ‘min ak37oc. En seguida se
- 4 1;20&5 con PBS pH 8.5 (solucién amortiguadora de
[o's‘[at‘os,- "que consta de 8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.15 g de

’Na HPO', 0.2 g de KH PO y 1 000 ml1 de H O desionizada).
L2 4. 2 4 2
" Posteriormente se cubrio con 0.05 ml de conjugado anti-
inmunoglobulina G de ratén marcada con fluoresceina (Sigma)
diluido 1:10 con PBS, el cual se incubo 30 min a 3706‘. Por
ultimo se lavo 4 veces con PBS pH 8.5 y un dltimo lavado con
H 0. -Para su observacién, a la nuestra se le agregdé una gota
dﬁ glicerina al 50% y encima de esta se colocd un
. cubreébjecas. Esta se observe en un microscopio con 1luz

~ultravioleta: (Zeiss).

3.9. Datecolén del Antigeno RAbloo por la Prusba de
Inrunocensayc Ensimétice doble Sandwich (BLISA).

Esta prueba de FELISA se realizé de acuerdo a 1lo

mencionado por Al Moudallal et al., (1984), utilizando las
Vclonas seleccionadas para determinar la especificidad hacila
el virus rdbico.

Se sensibilizé una micro placa de 96 pozeos (Nunc
Intermed) con 0.1 nl de suero inmune humano (SIH) utilizado
como anticuerpo primario, obtenido de una persona inmunizada
120 dlas antes con vacuna tipo fuenzalida (5.5.A.) y con un

titulo en 1la prueba de ELISA de 1:200. Este anticuerpo
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. priiléx,‘io ‘(SIH) fue diluldo 1:50 en amortiguador de carbonatos
PH 9.5 (7 g de Na ¢O , 2.8 g de NaHCO llevados a 1 000 ml de
H o desionizada),zsegincubd 2 ha 3703, dejdandose unos pozos
libres como controles. En seguida se lavé 5 veces con una
solucidn de PBS pH 7.8 con Treen 20 al 0.1X% (PBS preparado
como se menciona en el inciso 3.8.). Después se bloquearon
todos los pozos con 0.3 ml de una solucidn de PHS-Gelatina al
3%, Iincubdndose durante 2 h a 37OC, ésto para eliminar
inespecificidad debido al material de los pozos. A diferentes
concentraciones del virus, se colocd en cada pozo, 0.1 ml de
este antlgeno y se dejé incubando 2 h a 3700, diluyendo el
virus con PBS-Gelatina al 0.5%. Posteriormente se realizaron
5 lavados con lav solucidn de PBS-Tween 20 mencionada
anteriormente. En seguida se colocd 0.1 ml del liquido
ascitico total o diluldo 1:10 o sobrenadante total de las
clonas a probar, Iincubdndose toda la noche a4 temperatura
ambiente. Al dla siguiente se lavé 5 veces con PBS-Tween 20 y
se colocd 0.1 ml de conjugado peroxidasa polivalente anti-
raton (Sigma) diluldoe 1:700 con PBS-Gelatina 0.5%,
Incubandose 2 h a 370(,‘. Después se lavo 5 veces con PBS-Tween
20. Por 8ltimo se agregaron 0.1 ml a cada pozce del sustrato
{4 mg orto-fenilen, diamino bencidina (Sigma), 10 ml de
amortiguador de fosfatos-citratos pH 5.0 (24.3 ml de dcido
cltrico 0.1 M y 25.7 ml de Na HPO ) y 0.01 ml de H 0) al 302
(Merck) este ultimo se agregi ju:to al momento d(ze ;oner el
sustrato en la placa), Incubidndose 20 min a temperatura
ambiente libre de la luz. La reaccidn se detuvd con una gota

de H SO 2.5 N por pozo y se hicieron las lecturas a una
2 4
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“longitud ,"de‘or;aé de 390‘;1:: en’un lector:de ELISA -(Minlreader

.

3.10. Daterpinacién dal Imotipo por BLISA.

Para conocer los tipos de anticuerpos secretados por las
clonas seleccionadas, se realizé una modificacion a . la
prueba de ELISA descrita por Nicholson y Prestage, (1982) 'y
Thraenhart y Kuwert, (1977).

La prueba se realizé en micro placas de 96 pozos (Nunc
Interped), las cuales se sensibilizaron con 0.1 al del
antigeno rdabico a diferentes concentraciones (ver Iinciso
3.7.1.), dejando unos pozos libres come testigos. Las
diluciones del virus se realizaron en solucidn amortiguadora
de carbonatos (ver inciso 3.9.) y posteriormente se realizé
la prueba de ELISA como se explico anteriormente (ver inciso
3.9.).

En esta parte experimental se utilizaron los conjugados
antl-raton peroxidasa anti-innmunoglobulina G (Sigma) y
peroxidasa anti-inmunoglobulina M (Sigma) ambos diluldos

1:700 con PBS-Gelatina al 0.5% para cada prueba.



Figura No.

1.

Obtencion del Llquido Ascitico a

los 10 dlas después de la

inoculacién de las clonas.
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RESULTADOS.

4.1. Reclonacion.

De’ las 2 prlmeras reclonac;ones se selecczonaron . las

culonlas cuyos sobrenadantes proporcionaron una t1nczdn

[uerte en laAprueba de DOI-FLISA En la figura No. 2. se

“micro placa donde se realizé la prueba de FDOT—

muestra uva

:qompfobér la presencia de anticuerpos en. los
évéulﬁivo correspondiente a los hibridomas en cada
tercera reclonacién se seleccionaron 2. clonas.

"‘Para cada una de estas, se determind el titulo de anticuerpos

1;en el medio de cultzvo, cada una de estas clonas resulto con
;Ctitulos de 1 8 000 y 1:128 respectivamente. Posteriormente de
: estos,resultados,r en una ultima reclonacion se selecclonaron
. tres clonas por cada una de las 2 mencionadas, denomindndose:
8-2, Bf3 }>8—5 las procedentes de la clona que produjo un
titulo de 1:8 000 y 1-6, 1-10 y 1-11 las procedentes de la

clona.con titulo 1:128.
4.4. Obtencién del Liquido da Asoitis,
£1 manejo de pequefios volumenes con una . concentracion

alta de anticuerpos es una - de las. ventajas _que nos

proporciona la obtencicén del-liquido-de ascitis.
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En'el cuadro No. 1,-Se miestran 1os.volumenes obtenidos
" por ‘cada clona, ast como la cantidad de calulas inoculadas en
105 ratones ' pristanizados--entre.3.5.y 4 meses: antes.. del

insculo de estas.

4.3, Datarminacién de Froteinaa Virales.

300 ml de suspension viral (obtenido en monoestraj:és‘
celulares BHK-21), se concentraron hasta un volumen de 2 mi .:

En el cuadro No. 2y la figura No. 3 se obsérvan los
resultados de la curva patrén de protelnas , -asi..como. 'el,
obtenido con una muestra de 0.01 ml de concentrédo ’virél
dil‘uido 1:21, obteniéndose 0.995 mpg de proté.inas por ml de
suspension.

Esta cantidad fue suficiente para la realizacién de las
pruebas de ELISA subsecuentes, utilizadas para determinar el
isotipo secretado por las 6 clonas seleccionadas y determinar
la presencia del virus rabico en una prueba de FELISA doble

sandwich.

4.4, Datecoién del virus Rabice con la  Prueba de

Inaunofluorescencia.

En el cuadro No. 3, se puestran los resultados de las
pruebas de IF realizadas con los 1llquidos — asciticos

producidos por  las & clonas @ estudiadas... Esta pfueba se
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tdn ihfectadas con

‘os resu.l tados de la prueba “de IF realizada con los
sobrenadantes de “eultivo de las' 6 clonas seleccionadas,
sobre monoestratos de células BHK-21 infectadas con el virus
rablco Acatlan  V-319 ¢ con improntas de cerebro de ratén
infectadas con la cepa CVS, son mostradas en los cuadros 3 y
4. Tambieén .en estos experimentes se obtuvieron resultados
positivos, con los sobrenadantes totales, sin embargo las
reacciones fueron negativas con diluciones tan bajas, como
1:2.

£n . -las figuras No. 4 y 5 se observa como los
sobrenadantes reconocen al virus rdbico, tanto en las

improntas (Figura No. 4), como en los monoestratos celulares

(Figura No. 5).

4.5. Datecclon del Virue Debloo con lé Fruebs de tnmuncenaayo
Bnaimttico doble Sandwich (ELISA).

La deteccion del antigeno por esta prueba soélo se
realizé  para la cepa Acatlan V-319, en donde los resultados
no fueron tan especificos ni tan reproducibles como lo fueron

para la técnica de IF.



i‘n el cuadro No. 5y en la figira No 6, se' muestra

,_ccmo los l.tquidos asclticos dJ.lu.ldos i 10 no presentan una

alta -especificidad hacia el antigeno.. En esta grafica puede '

notarse que al aumentar la cantidad del antlgeno rabico, los
tltulos determinados por los anticuerpos de las clonas
seleccionadas va aumenfando. Por lo tanto podemos decir que,
el antigeno no fue especlifico hacia el primer anticuerpo
(suerc Iinmune de humano), o bien que los anticuerpos de las
celulas seleccionadas no son tan especificas hacia el —virus
rdbico como se esperaba. .

for otro lado los resultados obtenidos con  los
sobrenadantes de las 6 clonas, en este experimento; 'fue.ron
totalmente negativos por lo que, Jla cantidad de anticuerpos
presentes en estos es muy baja, tanto que no llegan a formar

un complejo antigeno-anticuerpo capaz de detectarse.

4.6. Deterninacion dal Isotipo por ELISA.

El conocimiento de los tipos de anticuerpos secretados
por las & clonas seleccionadas, Se muestran en el cuadro No.
6 y en las figuras No. 7 y 8, en las cuales se aprecia que la

IgG (Figura No. 7), predomina sobre la IgM (Figura No. 8).



Figura No.

2.

Prueba de DOT-ELISA realizada con 1los
sobrenadantes del cultivo de
hibridomas. Los discos mas obscuros
muestran la presencia de anticuerpos.
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Cuadro No. 1

. dbténcidn del Llquido Ascitico
... de._las 6 clonas seleccionadss.

Lt el No.' ' Celulas  Dlas Posteriores - Llquido Ascltico
“Clona‘: - Inoculadas a la Pristanizacion: . Colectado (ml)
R & e

1-6: 34.5 X 10 110 RN 7.0
11-10. . 21.3 X 10 1107 .5.2

IR 6 S ’

1-11..° . 30.0 X 10 110 : : 4.4

] 6 R . I

8-2. .. 48.0 X 10 110 ‘ " 304
g-3" 40.0 X 10 127 s S 610

B 6 .

8-5. 32.5 X 10 127 T L 4l9



Cuadro No. 2

"'Dénsidad Optica Obtenida para la Construccion de

/ - Viral.
“pio: (73(! nm) mg de proteina total
e ] it (albumina)
'0.0503. = 0.010
o. égsé’ o  0.020
C0.1463° 0:030
S g.2218 " - " 0.050
0.4267 - 0.100
0.6485 .0.150
0.8736 L o.zo0
1,049 : 0 250
0.0329* :

s Denéidad obtiéa‘ de ' la muestra viral.

... la curva Patron de Protelnas y de la Muestra

mg protelna viral
Acatlan V-319 (1:21)

0. 0b47
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0.01 0.05 010 05 0.20 0.5

ma Frot.
Varal

Figura No. 3. Curva Patrién de Proteinas = Intzrpolacidn
del Valer Obtenido de la Musstra Vival
(r*= 0,99).
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Cuadro No. 3

Intensidad Fluorescente Mostrada por los 6 Anticuerpos
Monoclonales en Improntas de Cerebro de Ratoén
’ Infectadas con Virus Rdbico Cepa CVS.

Liquido Sobrenadante
Clona Ascitico (1:10) (total)
1-6 ++ +
S 1-10 ++ +
1-11 - + . +
;8-72, . ‘ ++ +
5-3 et ++F ) ' +4

‘YB-;S ++4 . ++



Cuadro No. 4

Intensidad Fluorescente Mostrada por los 6 Anticuerpos
Monoclonales en Moncestratos Celulares BHK-21
Infectadas con el Virus Rabico, cepa Acatladn V-319.

Sobrenadante
Clona (total)
1-6 +
‘ +
+
+
++

++

30



Figura No. 4.

Inmunofluorescencia Indirecta en Impronta
de cerebro de ratén infectada con virus
rabico cepa CVS, realizada con el Iiquido
asclitico de la clona 8-2.



Flgura No. 5. Inmunofluorescencia indirecta en monoestrato
de celulas BHK-21 infectadas con virus
rabico cepa Acatlan V-319, realizada con el’
sobrenadante de la clona 8-2.



Cuadro No. S

Densidades Opticas Obtenidas con los Sobrenadantes y con los
Liquidos Asciticos en la Prueba de ELISA doble Sandwich.

Clonas
: Liquidos Asciticos (1:10)

1-6 1-10 1-11 8-2 8-3 8-5

0.02. 0.00 0.04 0.00 0.01 0.04

0.01 0.01 0.06 0.00 0.02 0.04
0 ' 0.02 0.00 0.02 0.0 0.01 0.05
320 0.02 0.01 0.05 0.02 0.01 0.07

Los resultados con los sobrenadantes de los cultivos de todas las
clonas fueron negativos.

£E



e T 34
490 nm) -

320 ng Prot.
Viral
— Clona '1-6
” 1-10
T T
L] " .

Resultados de la Frueba de ELISA doble
"sandwich”" ~realizado con la cepa Acatlan V-
319 v los 6 Liquidez Ascitices (1:10),
cutilizando como anticusrpo primaric un suero
inmune humanc con titule 1:200.

Fiaura No. 6,



Cuadro No. 6

Den51dad Opt.ica que nos Muestra que las 6 Clonas Secretan
Anticuerpos con Isotipo IgG.

Cleona
Liquido Asciltico (1:10)

ng proteina. . Isotipo 1-6.  1-10 1-11 8-2 8-3

viral / 'ml.’

g S IgG ~0.49 0.43 0.22 0.06 0.24

5
~IgM 0.11 0.13 0.16 0.09 0.13
: Ig¢ 0.64 0.60 0.44 0.28 0.53

20 .

IgH 0.12 0.09 0.10 0.11 0.11
IgG 0.73 0.83 0.78 0.65 0.77

80
IgM 0.08 0.10 0.14 0.13 0.14
o 2 IEG 1.43 1.45 1.42 1.05 1.62

320
IgM 0.13 0.16 0.22 0.28 0.18

5€



" DJ0. (490, nm)

- Figura No. 7.

320

ng Prot.
Viral

Resultados de la rruebs de ELISA realizada,

cutilizando conjugado peroxidasa, anti IgG

de ratdn y los Liquidos Asciticos de lags 6
clonas diluidos 1:10.
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D.0. . (490 rm)

b

520 80 : 320 ng Prot.

Viral

S0k

LlFigura’No. 8. Resultados de la prueba de ELISA realizada,
< utilizando conjugado peroxidaza, anti IgM
de ratéon y los Liquides Asclticos de las &



presugroN. -

Lér. bovbt‘encion de reaci'lvos de diagndstico es de
pr‘inordial importancia tanto en el area de la medicina humana
como en la animal, por 1lo que los AM al ser reactivos
sumamente puroes, con;tituyen excelentes herramientas, tanto
en la comprensien de ciertos =zecanisnos, coro en la
prevencioén de clertas enfermedades (Leckwort III y Appleton,
1983; Zurawski et al., 1978).

En el c¢aso del virus de la rabia, que es una de las
enfermedades nids antiguas en estudio y que hasta la
actualidad no ha podido ser controlada, juega uno de los
papeles mds 1mportantes en la salud nmundial. En palses
industrializados donde s& pensaba ya controlada tanto en
4areas urbanas comoe silvestres, ha resurgide durante lcs
altinos anos (Agullar et al., 1986; Sureau et al., 1983;
Steek y Wandeler, 1980).

La aparicién de otras cepas eparentadas conr el virus
de la rabia, ha preocupado & muchos Investigadores, pocr io
que el estudio de 1la opidemicloggiz asl como de sUS
propledades dinmuno-patolagicas, contindae slendo un cawmpo
amplio de trabajo (Wiktor, 1985; Shope et al., 1845).

El uso de AM en el estudic de las propledades del virus
de 1a rabia, asl como en su diagnostico, tLIiene gran
prevalencia, ya que el uso de sucros policlonales no ofrece
las mismas ventajas que los AM tanto en rapidez como en la
diferenciacion de cepas del virus rabico. Aun con las

diferentes tecnicas utilizadss cowe IF, ELISH, RIA,
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Inbunoelecrroforesis, ete. no sé “ha logrado. obtener una
'prueba en - donde los resultados sean éotalmenfe confiables
(Gardner, 1977; Dianond et gl., 1982; Kenneth y Herrmann,
1982; Sethi et al., 1980).
’ En Mexico la comprensién de los problemas epidemio;-
inmunolégicoz de la 4rabia son importantes, ya que la
utilizacién extensiva de reactivos de diagnostico (AM), nos
permitiria sentar bases de control mas adecuado de la
enfermedad, en las diferentes areas en las que Sc presenta.

En el presente trabajo la caracterizacion de los
anticuerpos producidos por las 6 clonas seleccionadas, as?
como la especilticidad hacia el antigeno rabico, fue uno de
los primeros pasos para obtensr un reactivo, que sirva como
base para el diagnostico de la rabia.

burante la seleccién de estas 6 clonas por las técnicas
de DOT-ELISA e IF, se observaron algunas variaciones con
respecto a dichas técnicas, ya que Jjugaron un papel
Importante pars la deteccion de los anticuerpos secretados
por las celulas. Parae la prusba de DOT-ELISA los tiempos de
incubacién fueron los nas ipportantes ya gue de estos depende
que la prueba resulte confiable {Voller et 2l., 1976). En el
caso de la prueba de IF, el pH (ligeramente alcalino) del
amortiguador de lavado y como diluyente para el conjugado,
fue importante debido a las caracteristicas fisicoquinicas
del antlgeno rabico sobre las improntas y monoestratos
celulares, ésto con el fin de obtener una mejor resolucién en
el momento de ser observadas al alicroscopio, como se aprecia

en las figuras No. 4 y 5 (White et al., 1963; Durham et al.,
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" 1686; pietzschold et a1., 1987).

Los voltmenes de liquldos asclticos obtenidos de las 6
clonas seleccionadas (Cuadro No. 1), no fue el esperado de
acuerdo a lo descrito por Hoogenraad et al., (1983), ya que
este menciona volumenes obtenidos de hasta 55 ml de 1ilquido
ascitico por ratoén, con 30 dlas previamente pristanizados. En
este trabajo la pronta formacion de los tumores ocasionados
por las cc¢lulas Inoculadas, fue letal para los ratones ya que
el uso del pristidn y el tiempo presente en estos (mis de 110
dias), favorecid la rapida formacion de ‘los tumores,
obteniendose de esta forma, aproximadamente el 108 del
volumen esperado. con base en estos resultados, es
conveniente tomar en cuente tanto la cantidad de ceélulas
inoculadas como el pertodo de los ratones con el pristan,
para que de esta mpanera se obtengan una cantidad
satisfactoria de liquido ascitico por ratén, sin la
utilizacion de varios de estos animales.

La obtencidon del liquido de ascitis fue Importante,
debido a la gran cantidad de anticuerpos contenidos en estos,
comparados con los presentes en log sobrenadantes (Hoogenraad
et al., 1983). También sSe observéd la capacidad de los
liquidos de ascitis de reconccer mas especificamente al virus
rabico debido 2 la cantidad presente en estos, comparados con
los obtenidos de los sobrenadantes. Esto se demostro tanto
con la prueba de IF como la de ELISA, donde la prueba de IF
(Figuras No. 4 y 5), verifican le presencia del virus rabico

utilizando anbos anticuerpos (sobrenadante y liquido de
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ascitis). Mientras que en los Guadros 3 y 4 se observan los
diferentes comportamientos tanto de liquido ascitico como
sobrenadante ante lss 2 <cepas rdabicas utilizadas.

srws sweoeaniy a4 la prioba de ELISA en la figura No. 6,
se aprecia la poca afinidad de 1los anticuerpos (llquido
ascltico) hacia el antigeno rdbico, en comparacion con los
sobrenadantes donde fue totalmente negativo, confirmando 1o
antes mencionado de gque el liquido ascitico contiene una
aayor cantidad de anticuerpos que los sebrenadantes.

51 conocimiento de los tipos de anticuerpos que estan
reconociendo al antilgeno rdbico , fue otro de 1los pasos
importantes, ya que con esto podemus saber sobre las
propiedades Iinmuno-quimicas del antigeno reconocido. £n la
figura No. 7, se muestra como los anticuerpeos IgG son los
que estan reconociendo al virus rdbico, demostrdndose con la
prueba de ELISA, que los resultados fueron muy superiores a
los encontredos para IgM (Figura No. 8). También con esta
prueba se confirma la especificidad hacia el virus rdbico,
debido a que el aunento proporcional del virus origina
titulos mayores con respecto a la presencia del virus.

Como se aprecla en el cuadro No. 6 y en las figuras 7 y
8, la presencie minima de IgM es debida a que los liquidos
asclticos son producidos en los ratones, donde se crean
algunos anticuerpos Irrelevantes e Inespecificos de esta
clase. Al contrario con los sobrenadantes, 1los cuales se
encuentran 1ibres de anticuerpos contaminantes, perc debido a
la baja concentracidn de AM, no pudieron ser utilizados para

la determinacion de los isotipos
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k De 1os resuitedos obtenidos podr:mob concluir que los. . 6
VAH‘, son : cabaces de reconocer 2 las“2 cepé& de virus rdbico
utilizadas: Acatldn v-319 y CVS.

' De estos 6 AM el denominado como el 8-5, ofrece un
mejor reconoccimiento hacia los antlgenos rabicos antes
qencionados. Por 1lo tanto este AM (6-5), podria utilizarse
como un reactivo util para el diagnostico de ambas cepas.

El pH fue determinante en la prueba de IF para la
seleccion de estos AM ya que nos proporcions resultados mas
reproducibles y confiables a un pH alcalino.

En la prueba de ELISA los perlodos de incubacidn fueron
importantes, por que de estos dependid que esta prueba diera
resultados positivos.

Las 6 clonas seleccionadas produjeron anticuerpos con
el isotipo IgG.

La concentracién de los AM en los sobrenadantes es suy
baja , esto y el hecho de que el mantenieiento de los ratones
es mas barato gue el cultive de las c¢lonas, hace cque la
produccién de 1liquide ascltico sea el pejor metodeo de
obtencién de 1los AM.

A pesar de que el proceso de produccidén de una <«lona
secretora de anticuerpos es costozo, una vez obtenida su
propagacioén, en ratones puede ser miAs economica que la
obtencién de un suero policlonal.

El AM caracterizado Yy seleccionado como el mejor
reactivo para el diagndstico de -la rabia se puede

comercializar con este fin.
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