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VII 
IUlSUIDIN. 

En el presente trabajo se realizo la tipificación de 6 

anticuerpos monoclonales (AM) seleccionados a partir de la 

clonación de hibridomas producidos en un trabajo previo, para 

lo cual se utilizaron las pruebas de DOT-ELISA, ELISA, ELISA· 

doblé Sandwich e Inmunofluorescencia indirecta (IF). 

Se efectuaron reclonaciones y se seleccionaron las 6 

clonas que dieron una reacción ml'ls fuerte con la técnica de 

DOT-ELISA utilizl'lndose como ant:lgeno la cepa Acatll'ln V-319 

del virus rl'lbico. Obteniéndose t:ltulos de 1:8 000 y 1:128. 

Posteriormente es'l:as clonas 

inoculadas en ratones pristanizados 

f"ueron expandidas e 

para obtener l:lquido 

asc:ltico (abundante en anticuerpos). Para detectar los 

anticuerpos en el liquido de ascitis se realizó la prueba de 

IF, utilizando monoestratos de células BHK-21 infectadas con 

la cepa Acatl<ln V-319 e improntas de cerebro de raton 

infectadas con la cepa cvs. Los 6 AH dieron resultados 

positivos con ambos anttgenos. Tambien se determinó la 

presencia del ant:lgeno (cepa Acatlan V-319) con el uso de la 

prueba de ELISA doble sandwich, utiliz<lndose este diferentes 

concentraciones. Se observó reacción positiva con estos 6 AH 

a una concentración de .J20 nt: de protetna viral. 

El isotipa de los 6 AH's segregados por las clonas se 

determino por medio 

conjugados pe.roxidasa 

ratón respectivamente, 

de .la prueba de ELISA empleando los 

anti-I8G y pcroxidasa anti-IgH de 

resultando que los 6 AH estudiados 

presentaron el isotipo IgG. 
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INTRODUCCION. 

j.l. Ant1ouerpo• Honoolonel•• en V1rolo61•. 

La propiedad que tienen los anticuerpos monoclonales 

(AH) de reconocer un sólo determinante antigénico de entre 

una mezcla compleja de antigenos. es uno de los hechos mAs 

relevantes en el Area de la biomedicina 

Kretschmer, 1985: Goding, 1980). 

(AgUilar y 

Huchos laboratorios de virologla de diversos paises, 

han obtenido AH dirigidos contra las prote1nas estructurales, 

internas y externas de diversos virus y contra los antlgenos 

virus inducidos no estructurales: ésto hace que los AH sean 

empleados con frecuenc1a para algunos de los siguientes 

propósitos: 

1. Mapeo de 

virales, a 

los sitios antigénicos de las proteJ.nas 

fin de examinar las bases moleculares de su 

variación (Gerhard y Webster, 1978: Wiley et !!!l.:.• 1981). 

2. Tipificación y subtipificación de Jos vir11s (llusell e! 

!!L. 1981). 

3. Localización y definición de las proteinas virus 

inducidas y su expresión celular aan en cantidades muy 

pequef!as (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 interferón (Parkhouse, 1984: 5echer y Burke. 1980). 

5. AnAlisis de la habilidad protectora de los Al1 dirigidos 
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contra los diferentes componentes ·Virales, ·ast como la 

habilidad protectora de las diferentes clases de 

anticuerpos (Lechwort III y Appleton, 1983). 

Estandarización en el diagnóstico de 

virales (Cepko ~ ªl~· 1981). 

enfermedades 

7. Aislamiento de proteinas virales y sus RNA mensajeros 

como primer paso para la clonación molecular ·de los 

antigenos de interés (Wiktor, 1985). 

1.2. Rab:La. 

i.2.1. Generalidades. 

El virus de la rabia es de gran importancia médica, 

pues produce una enfermedad ampliamente distribuida sobre 

todo en climas tropicales. Sólo 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 mamlferos domésticos 

como salvajes; estos llltimos constituyen un reservorio 

incontrolable. En Aoérica del Norte y Europa Occidental, la 

rabia que afecta a los animales domésticos (perros, gatos, 

etc.) ha sido erradicada, sin emb.:.Jrgo subsjste la rabia de 

tipo silvestre. En paises con menos recursos económicos, no 

ha sido posible controlar la rabia de tipo doméstico o urbano 

(Davis ~~ ªJ_,_, 1978; Aguilar ~ ªl~· 1986). 
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La rabia es letal en animales superiores incluyendo al 

hombre, por lo que es importante su control y erradicación. 

El virus progresa a lo largo de las fibras nerviosas hasta 

alcanzar el Sistema Nervioso Central, ocasJ..onando una 

encefalitis grave y mortal. El virus se transmite mediante la 

saliva, por la mordida de un animal rabioso a uno 

susceptible. Se cree que los murci<!:lagos infectados, producen 

un aerosol con sus secreciones contaminadas, permitiendo la 

penetración del virus por las fibras nerviosas del aparato 

respiratorio tanto del hombre como de otros animales (Davis 

et .eL.. 1978). 

!.a.z. Propiedades. 

Es un virus perteneciente a la familia Rhabdov1r1dae, 

género Los viriones presentan una forma 

cillndrica 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 (Da vis ~ ªJ.,_. 1978; Lecocq y Kieny, 1985). 

En el virion se identifican 5 protclnas: la protelna N 

(nucleocapside) con PH de 55.5 kilo Daltons (kD) la cual esta 

constituida por 800 moléculas proteicas. La proteina L 

(transcriptasa) formada de 30 a 60 mol<!:culas de prote1na con 

un PM de 185 kD. Otra protetna NS (trascriptasa no 

estructural) formada con 950 mol<!:culas de protelna con un PH 
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la 

transcripción del RNA mensajero, donde las proteinas NS y L 

acttlan como polimerasas mientras que la protetna N sirve como 

molde para la slntesis del nuevo mate~·ial genético (Luria ~! 

al_,_, 1978; Lecocq y Kieny, 1985; Dietzschold et 2J_,_, 1979; 

Wiktor et ~J_,_, 1973). 

La envoltura lipo-protelca contiene l 500 moléculas de 

prote1na 11 con un PH de 25.8 kD y 1 800 moleculas de protelna 

O con un PH de 67 kD. La protelna glicosilada (0) constituye 

el tlnico antlgeno de superficie y por lo tanto induce la 

formación de anticuerpos, en los 58 aminoilcidos 

carboxiterminales, que es donde reside la variabilidad 

antigénica de las cepas r;jbicas (Luria et ~±_,_. 1978; 

Dletzschold ~!al., 1979; Wiktor et 2J_,_, 1973; Dietzschold et 

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

La aplicación de la tecnica de AH (KlJhler y Hilstein, 

1975), ha dado como resultado conocer ampliamente las 

caracterlsticas epidemilógicas del virus, y ha permitido 

utilizarlos con algunas de las finalidades tales como: 

1. El estudio de la variabilidad antigenica del virus, con 

mutantes producidas tanro :J.ll yitrQ~ como :4n vi~o" 

resistentes a la neutralización (Koprowski y Wiktor, 

1981: Lafon ~! ~. 1983). 



2. La caracterización del sitio de variación 

5 

de la 

secuencia de la proteina a que define la patogenicidad 

del virus (Flamand g! ~. 1985). 

3., La producción de anticuerpos anti-idiotipicos del 

antigeno rSbico, capaces de inducir la formación de 

anticuerpos neutralizantes (Reagan et~~. 1983). 

4. La caracterización de los genes que intervienen en la 

patogenicidad (Wiktor et ~l.,.. 1984; Kieny ªi El.,., 1984). 

S. El ,diagnóstico y la diferenciación de cepas (Sureau g! 

',al., '1983; Wiktor y Koprowsk1, 1980; Flamand et: al"", 

1980). 

En trabajos prevlos se produjeron y clonaron células 

hibridas productoras de anticuerpos contra el virus de la 

rabia (Lara, 1988). Estas células se reclonaron nuevamente y 

se seleccionaron 6 clonas en el pre::::ente tra~ajo, 

estudiandose con el fin de elegir una que produjera 11n AM 

ótil para el diagnóstico de la rabia, para lo cual se 

utilizaron la prueba de Inmunofluorescencia indirecta (IFJ y 

la prueba de Inmunoensayo .r.:uzil1ldtico (ELIS,1). 1:."sta.s pruebas 

son de gran utilidad ya que pueden hacerse en diferentes 

condiciones. La prueba de IF, por ejemplo se puede realizar 

en improntas de cortes de tejidos de diferentes especies de 

animales y del ser humano. La prueba de ELISA se puede 

realizar de una secreción o macerado de tejidos procedentes 

de las diferentes especies involucradas con la epidemiologia 

de la enfermedad. 
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La producción de este tipo de reactivos ofrece la 

ventaja de una mayor especificidad, por ejemplo en la prueba 

de IF con anticuerpos policlonales se necesita el uso de 

material infeccioso par3 su absorción lo que implica mayor 

consu,.o de tiempo. Con los 1IH la prueba de IF no requiere de 

la absorción con el material infeccioso si se utiliza . La 

prueba de ELISA la especificidad del AH permite eliminar 

reacciones cruzadas con otros ant1genos irrelevantes o 

conta•inantes que dan reaccionan falsas positivas con el 

suero policlonal. 

El AH es adem~s un reactivo homogéneo y se puede 

seleccionar uno de alta afinidad hacia el determinante 

antigt!:nico en estudio, aumentando con ello la sensibilidad de 

la prueba empleada, pudiendose detectar pequenisimas 

cantidades del antlgeno. Con est:.e t.ipo de reactivos, el 

diagnóstico se hace m'1s eficaz ya que con esto se disminuye 

la probabilidad de reportar resultados falsos negativos. 
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OBJJn'IVO. 

Seleccionar de un conjunto de hibridomas una clona 

productora de anticuerpos tltil para el diagnóstico de rabia, 

y caracterizar el anticuerpo producido. 
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llATJrRIALJtS Y H/lTODOS, 

Se utilizaron ratones helllbras y'machós.de ll'l cepa Balb 
. '· .·., 

/ c sing~nicos de 20 a .30 g de'peso; ·;;de la
0

cepa CD 1 de 15 

a 20 g de peso. 

Los hibridomas utilizados provienen de una fusión 

previa entre esplenocitos de ratón inlllunizado con virus 

rdbico cepa Acatl~n V-319 y c~lulas de mieloma de ratón linea 

SP /o (Lara, 1988). 
2 

Los /Jibridos se cultivaron en medio selectivo "IJAT", 

integrado con medio Iscove (Sigma), complementado con 20X de 

suero fetal bovino (SFll, Sigma), 2X de una mezcla de 

hipoxantina, aminopterina y timidina (llAT, Sigma), 1.2X de 

glutamina y antibióticos (Gibco). Estos se congelaron en 

nitrógeno liquido en una suspensión de SFB y 10X de dimetil 

sulfóxido (D/o!SOJ hasta el momento de su utilización. 
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3,3, V.1ru• R•b.100. 

Se utilizó la cepa Acatl.!n V-319, la cual se propagó en 
S.7 

monoestratos celulares BHK-21, con titulo de 10 DL (i.c. 
so 

ratón de 15 a 20 g de peso y de cepa CD 1), este titulo fue 

reportado en un trabajo previo r Lara, 1988). 

3,4, CUlt.1VO ti• C1Uul.a lf.1bl'.1dl!JB. 

24 horas antes de cultivar los hibridomas se sembraron 

celula9 alimentadoras (macrófagos y timocitos). 

Los timocitos se obtuvieron del timo de un ratón cepa 

CD l de 3 semanas de edad aproximadament:e. En condiciones 

estériles se extrajo el timo y se preparó una suspensión en 

medio Iscove complementado con sz de SFB y antibiót:icos, la 

viabilidad y el ntlmero de células se verificaron con la 

tinción de azul de tripan. 

Los macrófagos se obtuvieron de la cavidad peritoneal 

de 2 ratones adul t:os de 20 a 30 g de peso, cepa CD 1. En 

condiciones estériles se les retiró la piel abdominal y por 

vta intraperitoneal se les inocularon a cada ra~ón 5 ml de 
o 

una solución de sacarosa estéril al 11.3X y 4 C. Después de 

un pequeno masaje se aspiró la suspensión por la misma v1a, 

se cent:rifugó a 800 X g / 10 min y el sedimento formado se 

resuspendió en medio Iscove con 20~ de SFB y antibióticos. 
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Nueva11.ente se verificaron la viabilidad y el mlmero de 

células con la tinción de azul de trip¡Jn. 

Los timocitos y macrófagos se mezclaron en una 
6 7 

proporción de 10:1 ( lO macróf agos y 10 t:imocitos / 1111) los 

cuales se resuspendieron en medio selectivo "HAT" 

complementado con 20% de SFB y antibióticos. 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 e en una atmósfera húmeda 

y con 5% de co . 
2 

Los hlbridos descongelados 
2 

fueron cultivados en 

botellas de pl~stico de 25 cm de superficie (Nunc Intermed), 

con 11.edio selectivo "HAT" con 20% de SFD. Despu~s de este 

periodo, se 1'erificó la vin.bilida.d con la tinción de azul de 

'tripiJ.n. Posteriormente se tomaron 50 de estas celulas, las 

cuales fueron distribuidas en las 2 micro placas previamente 

sembradas con los macrófagos y timocitos las cuales se 
o 

mantuvieron a 37 C en una atmósfera hóweda y con 5% de CO 
2 

(Henry et ª1..,_, 1980). 
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3. s. Deteco1on da Ant.touorpoa por lo Prllftba dtt Enaunoe11B.ayo 

Jtn•1••t1oo en ~pal d~ N1trooelulo•• (DOT-8LIBAJ, 

Después de un periodo de incubación de 10 di as 

posteriores a la clonación, de los pozos en los cuales se 

observó aumento de hibridomas, se tomó sobrenadante, para 

determinár la presencia de anticuerpos utilizando la técnica 

de DOT-ELISA. 

Siguiendo la metodologla de Lin y Halbert (1983), la 

suspensión del virus rtJbico (AcatltJn V-319) se pasó a través 

de un filtro de nitrocelulosa de 4 7 mm de ditJmetro y de 220 

nm de tamarro de poro (Hillipore) hasta su saturación.· Después 

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

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

utilizaron. 

Los discos sens.i bilizados 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 
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h a 

- oespues- -se - reaÚ.;aron -3 lavados con una solución de 

TBS-Tween· 20 (Sigma) al o. 05% (TBS: solución amortiguadora de 

trietanolamina que consta de 7.5 g de NaCl, 2.8 •l de 

trietanolamina, 17 1111 de HCl lN, 0.1 g de HgCl 
2 

6 H O, O.Ó2 g 
2 

de CaCl 2 H O y 1 000 ml de H O desionizada), en el rJlt:imo 
2 2 2 

lavado se dejó 10 min con la solución de lavado sobre los 

discos. Después se agregaron O.OS ml de una solución de 

conjugado peroxidasa anti-inmunoglobulina G de ratón (Sigma) 

diluido 1:200 en TBS-Leche descremada Sveltes (NestléJ al 1%, 
o 

incubandose durante 1 /1 " 37 C. Posteriormente se realizaron 

nuevamente 3 lavados como se mencionó. Después se agregaron 

0.05 ml de solución de sust:rato (7.5 mg de diaminobencidina 

{Sigma), 15 ml de TBS y 0.015 1111 de H o al 30%), incubandose 
22 

durante 30 min a temperatura ambiente y protegiendo la placa 

de la luz. Por óltimo se lavaron los discos 3 veces con TBS y 

se dejaron secar para su posterior anAlisis. 

Los discos positivos se tinen de color caf"e los cu¡:;les 

se confrontan con testigos positivos y negativos. De los 

sobrenadantes que resultaron positivos se eligió unicamente 

las colonias de hlbridos del pozo donde la coloración fue mas 

[uerte para la prueba . E'st:as células htbridas se sacaron y 

se reclonaron nuevamente como se describe en el inciso 

3.4.2 .. El paso de reclonación se repitió en 4 ocasiones m~s. 

necesarias para asegurar la selección de una sola clona 

secretora de anticuerpos dnicos y espec1ficos contra el 

ant1geno r~bico. 
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3, 15. /l11ponddn d• l•• ClonH JI Obt•no.tdn · d• t.iqu.tdo d• 

llJJC1tiB. 

De la óltima reclonación, las clonas seleccionadas se 

expandieron individualmente en medio "HAí" complementado con 

20% de SFB, .las cuales se ma11tuvleron e11 botellas de Pl<Jstico 

para cultivo celular (Nunc Intermed) y el resto de las clonas 

no.sel.eccionadas pero que resultaron positivas a la prueba de 
o 

DoT~ELISA, se congelaro11 y guardaron a -70 c. 
7 

Las clonas en expansión al llegar a la cantidad de 10 

pélulas viables por botella de pliJstico o mi1s fueron 

inoculadas en ratones prev.iamente pristanizados (0. S ml de 

Prist<Jn (Sigma) via intraperitoneal, 30 dias antes de la 

inoculación), esto de acuerdo a lo mencionado por Hoogenraad 

et fU..,_. ( 1983). 

Después de 10 dias de haber inoculado las clonas en los 

ratones pristanizados, se cosechó el liquido de ascitis por 

via intraperltoneal, el cual se centrifugó a 800 X g en 10 

min. El sedimento formado por las células fue congelado y 

guardado en nitrógeno liquido, mientras que el sobrenadante 

correspondiente al liquido de ascitis fue congelado y 
o 

guardado a -70 e para la determinación y caracterización de 

los anticuerpos espec1ficos. 

En la figura No. 1 se muestra la forma de obtener el 
• 

liquido de ascitis, en un ratón previamente pristanizado. con 

10 dtas posteriores al inóculo de las células híbridas. El 
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l:lquido_de ascitis obtenido, Juni:o con ias celulas se guardó, 

como se menciona anteriormente y_el ratón se dejó descansar 

de 2-3 d:las para una nueva obtención. 

3.7. Conoantrao1dn d•l Viru• R4b1oo. 

Siguiendo la metodolog.ta de Sokol (1976), la 

concentración del virus r<lbico, se hizo a partir de ·la 

cosecha del virus cultivado en·monoestratos celulares BHK-21 

inf"ectados con la cepa Acatl<ln V-319 (Lara, 1988). 

El material infeccioso se mezcló con 0.2% de Acetato de 
o 

Zinc lH a pH 5. o dej<'indose incubar 1 h a 4 C. Despues se 

centrifugó a 1 ooo X g durante 40 min. El sedimento formado 

se resuspendió en una solución de EDTA dist'Jdico al 11.7% pH 

7.8 ajustado con Tris-base, la mezcla se clarificó y se 

centrifugó a 1 ooo X g durante 40 min. El sobrenadante 

recolectado se pasó por una columna de Sep/iade.'< ll-75 

equilibrada con amortiguador NT pH 7.8 (0.13 H de NaCl y 0.05 

H de Tris-base). 

Para que la separación por la columna de 5ep/1adax G-75 

fuera eficiente se paso 1/3 del volumen de muestra por el 

volumen total de Sephadex. Las fracciones recuperadas por la 

columna (2-5 mlJ, fueron analizadas en un espectrofotómetro 

(Beckman Hod. DU-7), ya que las protelnas de superficie del 

virus ri'lbico absorben a la longitud de onda de 260 nm. La 

parte recolectada donde se encontró las protelnas del virus 
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rdbico, .fue tratado con una mezcla de 10% de HgSO 0.04H y 
. . 4 

O. 02 llllf / ml de solución de RNAsa durante 40 min a 

temperatura ambiente, luego se agregó 0.02 mg / ml de 

solución de DNAsa durante 40 min a temperatura ambiente. Por 

óltimo la mezcla se ultracentrifugó a 49 000 X g durante 90 
o 

min a 4 c. El sedimento formado se resuspendió en un pequeno 

volumen de PBS pH 7.8, que se congeló hasta el momento de ser 

utilizado. 

3.1, l. Det•l'•l.n1ol.6n dtt f'rott1!.n1J11 V.tl'i11.lu. 

Para saber la concentración de proteinas de la muestra 

del antigeno rclbico ya concentrado, se realizó su 

determinación, con la t~nica de Lowry-Folin (1951). 

Como primer paso se realizó una curva patrón ueilizando 

albomina bovina fracción IV como est~ndar al 1%, de esta se 

prepararon soluciones con diferentes concentraciones, que 

fueron de 0.01 a 0.25 ml de éste. Posteriormente se llevó a 

0.4 ml con NaCl al 0.857: y se agregaron acacia iubo 2.0 ml 

del reactivo de lowry (50 ml de Na co al 27. en NaOH O.lff, 
2 3 

0.5 ml de tartrato de sodio-potasio al 2% y 0.5 ml de cuso 5 
4 

H O al 1%). Después se dejó incubando 10 mina temperatura 
2 

ambiente. Luego se agregaron 0.2 ml por cada tubo del 

reactivo de Folin (Herclr) diluido L3 con 11 O desionizada. 
2 

la muestra del virus rclbico se diluyó l :21 con PBS pH 

7.B, a la cual se le determinó la cantidad de protelnas, 

siguiendo los mismos pasos que se mencionan para la curva 



patrón, sustituyendo 

del virus. 

:1. 11. 

IllllunoEluorescecencia (IFJ. 

se realizó en improntas de cerebros de ratones (CD 1) 

infectados con el antigeno rábico cepa CVS y en monoestratos 

celulares BHK-21 infectadas con el antigeno rábico cepa 

Acatlán V-319. 

Las improntas de los cerebros macerados se fijaron en 

portaobjetos libres de grasa y polvo, con acetona frta 
o 

durante 15 min y se guardaron las muestras después a -70 e 

hasta el momento de ser utilizadas. 

Siguiendo la metodologia de Smith et f!1_,_, (1976), se 

prepararon las placas con los monoestratos celulares de BHK-

21 infectadas con el virus rábico, fijándose como se mencionó 
o 

anteriormente para las improntas, guardandose estas a -20 e 

hasta el momento de su utilización. 

De acuerdo a Durham et E1~· (1986) los anticuerpos 

monoclonales producidos contra la rabia resultan ser m~s 

especificas a pH ligeramente alcalino, por lo que la 

metodología que se siguió fue considerando esta observación. 

Las placas con las improntas ó con los monoestratos 

celulares BHK-21 utilizados, fueron descongeladas 

previamente. Posteriormente se cubrió la muestra infectada 
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.. -.' ' :: ._,:; .. 

_·con;·:~L:~o~:e~adante total, o con el 11.quido de ascitis total 
•·.· ... - . - o 

··d· ··dilutdo'incubSndose durante 30 111in a 37 c. En seguida se 

.láv'o 4 veces con PBS pH 8.5 (solución amortiguadora de 

fosfatos; que consta de B g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.15 g de 

Na HPO , 0.2 g de KH PO y 1 000 1111 de 
2 4 

H O desionizada). 
2 2 4 

Posteriormente se cubrió con o.os 1111 de conjugado anti-

inmunoglobulina G de ratón marcada con fluoresceina (Sigma) 
o 

diluido 1:10 con PBS, el cual se incubó 30 min a 37 C. Por 

tlltimo se lavó 4 veces con PBS pH 8.5 y un dltimo lavado con 

H O. 
2 

de 

Para su observación, a la muestra se le agregó una gota 

glicerina al 50% y encima de esta se colocó un 

_cubreobjetos. Esta se observó en un microscopio con luz 

ultravioleta (ZeissJ. 

Deteoo1ón d~l Ant1sono RSb1oo por la Pru•ba 

r1111unoen••YI' Kna1aAt1oo dobl~ B4ndw1oh (ELlSAJ. 

dlJI 

Esta prueba de El.ISA se realizó de acuerdo a lo 

mencionado p0r Al Noudallal ~t. ªJ._,_, (1984), utilizando las 

clonas seleccionadas para determinar la especificidad hacia 

el virus rllbico. 

Se sensibilizó una micro placa de 96 pozos (Nunc 

Intermed) con 0.1 ml de suero i!ll!!une humano (SIHJ utilizado 

como anticuerpo primario, obtenido de una persona inmunizada 

120 dtas antes con v~cuna tipo fuenzalida (S.S.A.) y con un 

titulo en la prueba de ELISA de 1:200. Este anticuerpo 
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pri•a~io (SIH) fue diluido 1:50 en amortiguador de carbonatos 

pH 9.5 (7 g de Na CO , 2.8 g de NaHCO llevados a 1 000 ml de 
2 3 o3 

·H O desionizada), se incubó 2 h a 37 e, deJandose unos pozos 
2 

libres como controles. En seguida se lavó 5 veces con una 

solución de PBS pH 7.8 con Tween 20 al 0.1% (PBS preparado 

coso se menciona en el inciso 3.8.J. Después se bloquearon 

todos los pozos con 0.3 ml de una solución de PBS-Gelatina al 
o 

3%, incubandose durante 2 h a 37 e, ésto para eliminar 

inespecificidad debido al material de los pozos. A diferentes 

concen~raciones del virus, se colocó en cada pozo, O.l ml de 
o 

este antígeno y se dejó incubando 2 h a 37 e, diluyendo el 

virus con PBS-Gelatina al 0.5%. Posteriormente se realizaron 

5 lavados con la solución de PBS-Tween 20 mencionada 

anteriormente. En seguida se colocó 0.1 ml del .liquido 

ascítico total ó diluido 1:10 ó sobrenadante total de las 

clonas a probar, incubandose toda la noche a temperatura 

ambiente. Al dJa siguiente se lavó 5 vec:es con PBS-Tween 20 y 

se colocó 0.1 ml de conjugado peroxidasa polivalente anti-

ratón (Sigma) diluido 1 : 700 con PBS-Gelatina 0.5%, 
o 

incubandose 2 h a 37 C. Después se lavó S veces con PBS-Tween 

20. Por óltimo se agregaron 0.1 ml a cada pozo del sustrato 

(4 mg orto-íenilen, diamino bencidina (Sigma), 10 ml de 

amortiguador de fosfatos-citratos pi/ 5.0 (24.3 ml de acido 

cttrico 0.1 H y 25.7 rol de Na UPO ) y O. 01 Dll de H O al 30% 
2 4 2 2 

(HerckJ este lll tiDO se agregó justo al momento de poner el 

sustrato en la placa), incub;Jndose 20 min a temperatura 

ambiente libre de la luz. La reacción se detuvó 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 onda de 490 Illll en un lect:or de ELISA (Hinireader 

II); 

Para conocer los tipos de anticuerpos secretados por las 

clonas seleccionadas, se realizó una modificación a la 

prueba de ELISA descrita por Nicholson y Prestage, (1982) y 

Thraenhart y Kuuert, (1977). 

La prueba se realizó en m~cro placas de 96 pozos (Nunc 

IntermedJ, las cuales se sensibilizaron con 0.1 llll del 

anttgeno r~bico a diferentes concentraciones (ver inciso 

3.7.1.), dejando unos pozos libres como testigos. Las 

diluciones del virus se realizaron en solución amortiguadora 

de carbonatos (ver inciso 3.9.J y posteriormente se realizó 

la prueba de ELISA como se explicó anteriormente (ver inciso 

3. 9.). 

En esta parte experimental se utilizaron los conjugados 

anti-ratón peroxidasa anti-innmunoglobulina G (Sigma) y 

peroxidasa anti-inmunoglobulina H (Sigma) ambos diluidos 

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



Figura No. 1. Obtención del Liquido Ascitico a 
los 10 dlas después de la 
inoculación de las clonas. 

20 
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RESULTADOS. 

4.l. RdCZon10J6n. 

De. las 2 primeras.reclonaciones se seleccionaron las 

colonias cuyos spbrenadantes proporcionaron una t:inción 

fuerte en la prueba de DOT-EL.ISA. En la figura No. 2 se 

muestra· u11a. micro placa donde se realizó la prueba de DOT

.· EL.ISA, ·':'para comprobar la presencia de anticuerpos en los 

·aiedi'i,;; )i:Jécultivo correspondiente a los hibridomas en cada 

PD.ZO. 

·de: .. la tercera reclonación se seleccionaron 2 clonas. 

··Para 'ca'da' una·de estas, se determinó el titulo de anticuerpos 

en el .medio de cultivo, cada una de esras clonas resultó con 

titulas· de 1:8 000 y 1:128 respectivamente. Posteriormente de 

estos result:ados, en una óltima reclonación se seleccionaron 

tres clonas por cada una de las 2 mencionadas, denomin~ndose: 

8-2, 8-3 y 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 tl tul o 1: 128. 

4.a. ObtenoJón d•l L1qu1do de A•oJtJ•. 

El manejo de pequeflos volómenes con una concentración 

alta de anticuerpos es una de las ventajas que nos 

proporciona la obtención del liquido de ascitis. 
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En el cuadro No. 1, se muestran los voltJmenes obtenidos 

Por cada clona, ast como la can"tidad de células inoculadas en 

los ratones pristanizados entre 3.5 y 4 meses antes del 

inóculo de estas. 

300 llll de suspensión viral (obtenido en monoestratos 

celulares BIJK-21). se concentraron has ca un volumen de 2 ml. 

En el cuadro No. 2 y la figura No. 3 se observan los 

resultados de la curva patrón de protelnas , asi como el 

obtenido con una muestra de 0.01 ml de concentrado viral 

diluido 1:21, obteniéndose 0.995 mg de protelnas por ml de 

suspensión. 

Esta cantidad fue suficiente para la realización de las 

pruebas de ELISA subsecuentes, utilizadas para determinar el 

isotipo secretado por las 6 clonas seleccionadas y determinar 

la presencia del virus rilbico en una prueba de ELISA do/Jle 

sandwich. 

de J. Vi.rus R.tb.tao can la Pl'Utlba 

I1111unofluorescencia. 

En el cuadro No. 3, se muestran los resultados de las 

pruebas de IF realizadas con los liquidas asclt:icos 

producidos por las 6 clonas estudiadas. Esta prueba se 
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re~Ú.zó sobre im~rontas de cerebz:os_de ratón infectadas con 

el viru~ 

positivos 

r4bico ce;, c~S-. ··. AqÜt · 's'e •obtuvieron 

con'· los 6_lt~¿idos a~dtticos· totales 

resultados 

y dilutdos 

·hasta lilO. 

Los resultados de ·la prueba de IF realizada con los 

sobrenadantes de cultivo de las 6 clonas seleccionadas. 

sobre monoestratos de células BHK-21 infectadas con el virus 

rSbico Acatlan V-319 ó con improntas de cerebro de ratón 

infectadas con la cepa CVS, son mostradas en los cuadros 3 y 

4. Tambi~n en estos experimentos se obtuvieron resultados 

positivos, con los sobrenadantes totales, sin eDbargo las 

reacciones fueron negativas con diluciones tan baJas, como 

1:2. 

En 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, "9t:eootón dttJ. VJ.ru!3 nób:J.oo con l& P.ruubii ti• In.aunaensayc 

Bnatm&t:!oo doblo Sandwich (ELISA). 

La detección del antigeno por esta prueba sólo se 

realizó para la cepa Acatlan V-319, en donde los resultados 

no fueron tan especlficos ni tan reproducibles como lo fueron 

para la técnica de IF. 
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En el cuadro No. 5 y en la figura No. 6, se muestra 

como los ltquidos asclticos diluidos 1:10 no presentan una 

alta espectflcldad hacia el antigeno. En esta grdflca puede 

notarse que al aumentar la cantidad del anttgeno rdbico, los 

tttulos determinados por los anticuerpos de las clonas 

seleccionadas va aumentando. Por lo tanto podemos decir que, 

el antígeno no fue especifico hacia el primer anticuerpo 

(suero inmune de /JumanoJ, o bien que los anticuerpos de las 

células seleccionadas no son tan especlficas hacia el vlrus 

rábico como se esperaba. 

Por otro lado los resultados obtenidos con los 

sobrenadantes de las 6 clonas, en este experimento, fue.ron 

totalmente negativos por lo que, la cantidad de anticuerpos 

presentes en estos es muy baja, tanto que no llegan a formar 

un complejo antlgeno-anticuerpo capaz de detectarse. 

El conocimiento de los tipos de anticuerpos secretados 

por las 6 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 IgH (Figura No. 8). 



: ~~,· 

~ '~ ~ ~~ 

~·j':~;~t;:) 

Figura No. 2. Prueba de DOT-ELlSA realizada con los 
sobrenadantes del cultivo de 
/1ibridomas. Los discos mils obscuros 
muestran la presencia de anticuerpos. 
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Clona 

l-6 

l-10 

l-11 

8-2 

8-3 

8-5 

26 

CUadro No. 1 

Obtención del Liquido Ascitico 
'de las 6 clonas seleccionadas. 

· No. Células Dlas Posteriores 
Inoculadas a la Pristanización 

6 
34.5 X 10 110 

6 
21.3 X 10 110 

6 
30.0 X 10 110 

6 
48.0 X 10 110 

6 
40.0XlO 127 

6 
32.5 X 10 127 

Liquido Ascltico 
Colectado (ml) 

7.0 

5.2 

4.4 

3.4 

6.0 

4.9 



cuadro No. 2 

Densidad Optica Obtenida para la Construcción de 
-1a_ curva Patrón de Protetnas y de la Muestra 

Viral. 

D. O. (750 flID) 

_0.0503 

o. 0952 

0.1463 

0.2218 

0.4267 

0.6485 

0.8736 

1. 0496-

0.0329• 

mg de proteina total 
(albumina) 

0.010 

0.020 

0.030 

0.050 

0.100 

0.150 

0.200 

-0.250-

•Densidad óptica de la muestra viral. 

mg proteina viral 
Acatlan V-319 (1:21} 

0.0047 

27 
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_, 1>.o. <750 nm> 

1.1 

.9 

.7 

.5 

.3 

.1 

.o 32 
0.01 0.05 o. 0.20 0.2'.i 

mg Prc•t. 
Viral 

Figura No. 3 .. Curva Pat.n!•r-1 de Prc•t.einas e Interpolac1ór1 
del Valc•r Obtenido de la Muestra Vit-al 
Cr2 = 0.99). 



cuadro No. 3 

Intensidad Fluorescente Mostrada por los 6 Anticuerpos 
Monoclonales en Improntas de Cerebro de Ratón 

Infectadas con Virus Rabico Cepa CVS. 

29 

Liquido Sobrenadante 
Clona Ascítico (l:lO) (total) 

1-6 ++ + 

1-10 ++ + 

1-11 + + 

8-2 ++ + 

8-3 +++ ++ 

8-5 +++ ++ 



cuadro No. 4 

Intensidad Fluorescente Hostrada por los 6 Anticuerpos 
HonoclonaleS en Honoesrratos Celulares BHK-21 

Infectadas con el Virus Rtibico, cepa Acatltln V-319. 

Sobrenadan te 
Clona (total) 

1-6 + 

1-10 + 

1-11 + 

B-2 + 

8-3 ++ 

B-5 ++ 

30 



Figura No. 4. Inmunofluorescencla indirecta en impronta 
de cerebro de ratón infectada con virus 
r~bico cepa CVS, realizada con el liquido 
ascltico de la clona 8-2. 

31 



Figura No. 5. Inmunofluoresccncia indirecta en monoest:rato 
de células BllK-21 infectadas con virus 
r~bico cepa Acall~n V-31Y, realizada con el 
sobrenadante de la clona 8-2. 

32 



cuadro No. 5 

Densidades Opticas Obtenidas con los Sobrenadantes y con los 
Liquidas Asc1ticos en la Prueba de ELISA doble Sandwich. 

Clonas 
Liquidas Asclticos ( l: 1 Oj 

--··. 

ng de prote:l.na v:i.ral - / ml 1-6 1-10 1-11 8-2 8-3 

' ~\ . 
s-· 0.02 º·ºº 0.04 º·ºº 0.01 

20 0.01 0.01 0.06 0.00 0.02 

80 0.02 0.00 0.02 0.01 0.01 

320 0.02 O. 01 o.os 0.02 o. 01 

8-5 

0.04 

º-º" 
o.os 

0.07 

Los resultados con los sobrenadantes de los cultivos de todas las 
clonas fueron nc~a~ívos. 
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ng Prot .. 
Viral 

Clona 1-6 

1-10 

1-11 

8-5 

Figura No. 6. Resultados de la Pn.1eba de ELISA doble 
ºsandwich" realizado con la cepa Acatltsn V-
319 y los 6 Líquidos Asc1t1cos (1:10), 
utilizando corno anticuerpo primario un suero 
inmune hllmano •=on t. 1 tul e• 1: 200. 



Cuadro No. 6 

Densidad Optica que nos Muestra que las 6 Clonas Secret:an 
Anticuerpos con Isotipo IgG. 

Clona 
Liquido Ascttico (1 :.!O) 

ng prote1na Isotipo .l-6 1-10 1-11 8-2 8-3 8-5 
viral / ml. 

IgG 0.49 0.43 0.22 0.06 0.24 0.65 
5 

IgM 0.11 0.13 0.16 0.09 0.13 0.16 

IgG 0.64 0.60 0.44 0.28 0.53 l. 04 

20 
IgM 0.12 0.09 0.10 0.11 0.11 0.14 

IgG o. 73 0.83 0.78 0.65 0.77 J.31 
80 

IgM 0.08 0.10 0.14 0.13 0.14 0.15 

IgG l.43 1.45 1.42 1. 05 1.62 1.56 
320 

IgH 0.13 0.16 0.22 0.28 0.18 0.26 

bl 
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D.O. (490 nml 

1.7 

1-6 

1-10 

1-11 

8-2 

8-3 

8-5 

5 20 80 320 ng Prot. 
Viral 

Figura No. 7. Resultados de la prueba de ELISA realizada, 
utilizando coruugado pero::ix1dasa. anti IgG 
de ratón y los Liquidos Ascíticos de las 6 
clonas diluidos 1:10. 
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D.O. (490 nm) 

1.1 

.9 

.7 

.5 

5 20 80 

Clona 1-6 

·-1~10 .- -

1~ú 

.a-2 

8-3 

8-5 

320 ng Prot. 
Viral 

Figura No._ 8. Resultados de la pn.1eba de ELISA realizada, 
t~tilizando conjugado pet·oxidasa, anti l•3M 
de ratón y leos Liquidc•s Ase! ticos de la:. E. 



!JllJCfHJIOH, 

La obtención de reactivos de diagnóstico es de 

primordial importancia tanto en el drea de: la 51edicina h1.1J11aria 

COlllO en la animal, por lo que los ,1¡.¡ al "ler reactivos 

sul!!lament:e puros, consti t:uycn excelentes hc:rraMien tas, tanto 

en la comprensión de ciertos 1J1ecanis1~os, cotM:o en la 

prevención de ciertas enfermedades (Lechwort III y Appleton, 

1983; Zurawski et ªJ~, 1978). 

En el 

enfermedades 

caso del virus de la rabia, que es una de 

m<Js antiguas en estudio y que hasta 

las 

la 

actualidad no ha podido 

papeles mss importantes 

industrializados donde 

ser CC?ntroladn, juega uno de los 

en la salud mundial. En paises 

se pensaba ya controlada tanto en 

<!reas urbanas como silvestres, ha resurgido 

ólti111os anos (Aguilar et al., 1986; sureau et 

Steek y Wandeler, 1980). 

durante les 

!!b_, 1983: 

La aparición de otras cepas enpa:rentadns con el v1rus 

de la rabia. ha pre-ocupado a muchos investigadort~s, pt..:r Jo 

que el estudio de 1 f1 .·•pidemiologta a.sl como r,:e sus 

propiedades inmtmo-patolócicas, conlirwa siendo un caJ:Jpo 

amplio de trabajo (Wikt:or, 19.95; Shope ~! !ll..,_, 1985). 

El uso de AH en el estudio de las propiedades del virus 

de la rabia, asi como en su diagnóstico, tiene gran 

prevalenc.ia, ya que el uso de ::;ueros policlonflles no ofrece 

las miamas ventajas que los AH tanto en rapidez como en la 

diferenciación de cepas del virus r~bico. Aón con las 

diferentes técnicas Otilizadas coliJo IF, ELISA, RIA, 
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Im.runoelectroforesis, etc. no se ha locrado obtener una 

prueba en donde los resultados sean totalmente confiables 

(Gardner, 1977; Dilmond ~!; ft-L.. 1982; Kenneth y Herr111arm, 

1982; Set:hi et al., 1980). 

/j""rJ /1éXiCO la COJllprensión de los problemas epidemio

illJBUllOlóg.icOrJ de la rabia son importantes, ya que la 

utilización extensiva de reactivos de diagnóstico (tu~). nos 

permitiria sentar bases de control 111ds adecuado de la 

enfermedad, en las diferen·tes areas en las que se presenta. 

En el presente trabajo la caracterización de los 

anticuerpos producidos por las 6 clonas seleccionadas, ast 

como la espectt"icidad hacia e.l anttgeno r;1bico, fue uno de 

los primeros pasos para obtener un reactivo, que sirva como 

base para el diagnóstico de la rabia. 

Durante la selección de estas 6 clonas por las técnicas 

de DOT-ELISA e IF, se observaron algunas variaciones con 

respecto a dichas técnicas, ya que jugnron un papel 

importante para la detección de los ant.lCUt:!rpos secreti.Jdos 

por las células. Para la prueba de DOT-ELIS.1 los tiempos de 

incubación fueron los J:Jr1S iuportantcs ya que de estos depende 

que la prueba result:e confiable (Voller ~J; aL~· 1976). En el 

caso de la prueba de IF, el pH í ligeramente alcalino) del 

Blllortiguador de lavado y como diluyente para el conjugado, 

fue importante debido a las caractertsticas fisicoquimicas 

del ant1geno ri1bico sobre las improntas y monoestratos 

celulares, ést;o con el fin de obtener una mejor resolución en 

el mocrent:o de ser obsert,adas al iJJicroscopio, como se aprecia 

en las figuras No. 4 y 5 (White ~! ~1~. 1963; Durham e_! al~, 
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1986; Dietzschold et ªL-• 1987). 

Los volamenes de ltquidos asctticos obtenidos de las 6 

clonas seleccionadas (CUadro No. 1), no fue el esperado de 

acuerdo a lo descrito por lloogenraad et ª1.,_, (1983), ya que 

este menciona voll.lmenes obtenidos de hasta 55 ml de liquido 

asctt:ico por ratón, con 30 dlas previamente prista11izados. En 

este trabaJo la pronta formación de los tumores ocasionados 

por las células inoculadas, fue letal para los ratones ya que 

el uso del prist~n y el tiempo presente en estos (m~s de 110 

dias), favoreció la r~pida formación de los tumores, 

obteniendose de esta forma, aproximadamente el 10% del 

volumen esperado. 

conveniente tomar 

con base en estos resultados, es 

en cuenté' tanto la cantidad de células 

inoculadas 

para que 

satisfactoria 

como el periodo de los ratones con el 

de esta manera se obtengan una 

de liquido ascítico por ratón, 

utilización de varios de estos animales. 

prist:iJn, 

cantidad 

sin la 

La obtención del llquido de ascitis Eue importante, 

debido a la gran cantidad de anticuerpos contenidos en estos, 

comparados con los presentes .:n los sobrenadantcs (iloogenraad 

~~ !!l.:., 1983). También se observó la capacidad de los 

llquidos de ascitis de reconocer m~s específicamente al virus 

rAbico debido a la cantidad presente en estos, comparados con 

los obtenidos de los sobrenadantes. Esto se demosCró tanto 

con la prueba de IF como la de ELISA. donde la prueba de IF 

(Figuras No. 4 y 5), verifican la presencia del virus r~bico 

utilizando ambos anticuerpos (sobrenadante y liquido de 
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asc1t1s). Hlentras que eri .los 1.,.<tadros 3 y 4 se observan los 

diferentes co•portamientos tanto de liquido asc1tico como 

sobrenadante ante la,;, 2 cepas 1·abicas utilizadas . 

• _, .. , .·..,....,:~<., a la prw;:ba de ELISA en la figura No. 6. 

se aprecia la poca afinidad de los anticuerpos (liquido 

asciticoJ hacia el antigeno rJbico, en comparación con los 

sobrenadantes donde fue totalmente negativo, confirmando lo 

antes l!lencionada de que e.l liquido asc1tico contiene una 

•ayor cantidad de anticuerpos que los sobrenadantes. 

El conocimiento de los tipos de anticuerpos que est~n 

reconociendo al antlgeno r<Jbico fue otro de los pasos 

i•portantes. ya que con esto podemos saber sobre las 

propiedades inmuno-quimicas del ant1geno reconocido. En la 

figura No. 7. se muescra como los anticuerpos IgG son los 

que estan reconociendo al virus rilbico, demostriJndose con la 

prueba de ELISA. que los resultados fueron muy superiores a 

los encontrados para Igff (Figura No. O). Tambien con esta 

prueba 

debido 

se confirma la especificidad hacia el v.irus 

a que el a11ment·o proporcional del. virus 

tltulos mayores con respecto a la presencia de.l virus. 

r~bico, 

origina 

Como se aprecia en el cuadro No. 6 y en las figuras 7 y 

B. la presencia mlniria de Igtl es debida a que los liquidas 

asctticos son producidos en los ratones. donde se crean 

algunos anticuerpos irrelevantes e inespecificos de esta 

clase. Al contrario con los sobrcnadantes, los cuales se 

encuenrran libres de anticuerpos contaminantes, pero debido a 

la baja concentración de AN, no pudieron ser utilizados para 

la deLerminación de los isotipos 
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CONCLUSIONES. 

De Jos resultados obtenidos podeJtJOS concluir que los 6 

AH, son capaces de reconocer a las 2 cepas de virus rábico 

utilizadas: Acatliln V-.'.119 y cvs. 

De estos 6 AH el denominado como el 8-5, ofrece un 

mejor reconocimiento hacia los anttge11os riJbicos antes 

mencionados. Por lo tanto este AH (8-5), podrta utilizarse 

como un reactivo util para el diagnóstico de ambas cepas. 

El pH fue determinante en la prueba de IF para la 

selección de estos AH ya que nos proporcionó resultados m.tls 

reproducibles y confiables a un pH alcalino. 

En la prueba de ELISA los periodos de incubación fueron 

importantes, por que de estos dependió que esta prueba dierd 

resultados positivos. 

Las 6 clonas seleccionadas produjeron anticuerpos con 

el isotipo IgG. 

La concentración de los AH en los sobrenadantes es ~uy 

baja , esto y el hecho de que el J!lan·tenirziento de los ratones 

es mlls barato que el c11lt;i"o de las clonas. hace que la 

producción de liquido ascltico sea e.l mejor merado de 

obtención de los AH. 

A pesar de que el proceso de producción de una clona 

secretora de anticuerpos es costozo, una vez obtenida su 

propagación. en ratones puede ser m.tls economica que la 

obtención de un suero policlonal. 

El Al1 caracterizado y seleccionado como el mejor 

para el diagnóstico de la rabia se puede 

comercializar con este fin. 
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