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Resumen.

Se desarrollaron anticuerpos monoclonales contra el antigeno grupo especifico del

virus de lalengua azul serotipo 4. Los hibridomas se obtuvieron a partir de células de bazo de ratones
BALB/c inmunizados, fusionadas con céluias de mieloma Sp2/0-Ag14, usando polietilenglicol 1500
y clonados por dilucién limitante. El sobrenadante de ocho anticuerpos monoclonales se probé, por
inmunodifusién en gelde agar, contra antigenos grupo especificos procedentes decuatro laboratorios
diferentes. Todos mostraron una buenareaccion con el antigeno grupo especifico. Porlotanto, estos
anticuerpos monoclonales tienen gran potencial para ser usados en la identificacion de anticuerpos

grupo especificos mediante {a prueba ELISA de competicién.

Lalengua azul (LA) es una enfermedad viral
que afecta principalmente a los ovinos y otros
rumiantes domésticos y salvajes. Se encuentra
ampliamente distribuida en Africa, América, Aus-
tralia, el Medio Oriente y el sudeste de Asia, y es
transmitida por insectos hematéfagos. Los mosquitos
del género Cullicoides son sus principales vectores
(14).

El virus de la lengua azul (VLA) pertenece a
la familia Reoviridae, género Orbivirus en el que
han sido reconocidos actualmente 24 serotipos por

pruebas de virusneutralizacion (4). El genoma viral

esta constituido por 10 segmentos de ARN de doble
cadena, cada uno de los cuales codifica por lo menos
un polipeptido viral, De las siete proteinas que

componen la particula viral de doble capa, cinco

(P1, P3, P4, P6 y P7) forman el nicleo. Una capa
proteica difusa, compuesta por las P2 y P5 (/5),
envuelve externamente el nicleo.
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Hastael presente lasfunciones de las proteinas
no estructurales NSI, NSla, NS2, NS3 y NS3a,
identificadas en células infectadascon VLA, no han
sido aclaradas (/3).

El polipeptido P2, principal antigeno serotipo
especifico del VLA, es responsable por la
neutralizaciénviral. Juntocon laP5, sonlas proteinas
de mayor variabilidad entre los serotipos del VLA
(13, 15).

Una de las principales proteinas grupo
especificas del VLA es el polipeptido P7. Esta es
mas conservada, altamente hidrofébica, puede
presentarse en forma de polimeros y posee por lo
menos dos epitopes en la superficie externa de la
particula viral (4, 9, 10, 11). :

El diagndstico serologico de LA se realiza
principalmente mediante la prucba de inmunodifu-
sion en gel de agar (IDGA). Esta, a pesar de ser
simple y prdctica, tiene una baja sensibilidad,
presenta reaccionescruzadas con otras orbivirosis y
su interpretacion es subjetiva (/). Por otro lado, la
prueba de enzimoinmunoensayo (ELISA) compe-
titivaempleando anticuerpos monoclonales presenta



una mayor sensibilidad y especificidad para la
‘deteccion de- anticuerpos contra LA, y no revela
reacciones cruzadas con otras orbivirosis (3). Sobre
esta base, la FAO/IAEA ha sugerido a la Oficina
Internacional de Epizootias (OIE) la padronizacion
internacional de esta prucba de ELISA para la
deteccién de anticuerpos grupo especificos contra
LA (5)..

El presente trabajo tiene como objetivo la
produccion de anticuerpos monoclonales contra un
_ antigeno grupoespecifico (AGE)a partir del serotipo
4 del VLA y su caracterizacion parcial frente a los
AGE empleadosen el diagndstico seroldgicode LA
por IDGA.

Se emplearon ratones BALB/c machos de 6
a 8 semanas de edad inmunizados con el VLA
serotipo 4 (8). El inculo consistié en 104 DL, /ml
de un segundo pasaje en cerebro de ratén lactante,
en un volumen de 0,3 ml por via intraperitoneal a
intervalos de 10 dias. El primer inéculo consistié en
partes iguales de una suspension viral y adyuvante
completo de Freund. En la segunda y tercera
inoculacién se empleé una suspension viral en
adyuvante incompletode Freund, también en partes
iguzles. Para la cuarta y quinta inoculacién, se
utiliz6 solamente la suspension viral.

Dos ratones fueron sacrificados con CO2 a
los tres dias de la ultima inoculacién y los bazos
extirpados asépticamente. Estos s¢ lavarony macera-
ronen medio Dulbecco modificado (DMEM). Poste-
riormente, el macerado se traté con tampén ACK
(NH4CL 0,15 M; KHCO3 0,01M; Na2 EDTA 2
H20 0,01 M) durante un minuto en baiio de hieloy
luego se neutralizé con40 m! deDMEM, conteniendo
5% de suero fetal bovino y 5 U/ml de heparina. La
suspension se centrifug6 a 1000 g por 12 minutos a
4°C. El sedimento se resuspendi6 en medio DMEM
para realizar el recuento de linfocitos.

Paralelamente, oélulasde mieloma Sp2/O-Ag 14
(16) enfaselogaritmicadecrecimiento, selavaroncon
medioDMEM, manteniendounarelaciénde micloma-
linfocito 1:4. Las células de mieloma y los linfocitos
se fusionaron mediante la adicién de 1 ml de
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polietilenglicol (PM 1500) por cada 180 millones de
células, segiin la metodologia descripta por Galfré y
Milstein (6,7), modificada por el laboratorio de
anticuerpos monoclonales del Centro Panamericano
de Fiebre Aftosa (PANAFTOSA).

Luego de la fusi6n, las células se cultivaron
en medio de crecimiento selectivo (DMEM, 4 mM
deL-glutamina, 1 mM de piruvatode sodio) con 2%
de HAT y 15% de suero fetal bovino. La seleccién
de los hibridomas positivos se realiz6 a través de la
prueba de ELISA indirecta, en la cual la fase solida

. contenia el AGE del VLA. Este AGE s¢ obtuvo a

partir del sobrenadante de cultivo en monocapa de
células BHK-21 inoculadas con VLA, segin la
metodologia descripta por Allende et al. (2).

Los hibridomas positivos seleccionados se
clonaron por dilucién limite y se cultivaron en
medio de crecimiento con 2% de HT y 15% de suero
fetal bovino.

Durante toda la fase de clonaje y ampliacién
de los hibridomas para la obtencién de sobrena-
dantes, se empled la técnica de ELISA indirecta,
paralaverificacién de la estabilidad de los cultivos.

Seobtuvieron ocho anticuerpos monoclonales
a partir de las fusiones realizadas(Figura 1). En
cada caso los isotipos respectivos se determinaron
por medio de IDGA, empleando antisueros espe-
cificos para cada isotipo (Cuadro 1).

CUADRO 1. Determinacion de los isotipos de los anticuerpos
monoclonales por inmunodifusién en gel de agar.
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Los ocho anticuerpos monoclonales se
evaluaron en base a su reactividad contra cuatro
AGE producidosy utilizados rutinariamente para la
deteccién de anticuerpos anti-LA por IDGA en
diferentes laboratorios: PANAFTOSA, Veterinary
Diagnostic Technology, Inc. USA (VDT), LARA-
Campinas, SdoPaulo, Brasil, y National Veterinary
Service Laboratory - USA, Ames, Towa (NVSL).
Cada AGE fue empleado como fase solida en la
prueba de ELISA indirecta en la reaccién con los
anticuerpos monoclonales (Figura 1). Como con-
trol positivo se empled un suero hiperinmune de
ratén anti-VLA (Figura 1J) y un anticuerpo mono-
clonal 3-17-A3 (Figura 1) especifico parala proteina
grupo especifica (P7) de VLA (3, 5) y como control
negativo, un anticuerpo monoclonal antivirus C,
Indaial de la fiebre aftosa (Figura 1K).

Los anticuerpos monoclonales presentaron
una mayor reactividad frente al AGEPANAFTOSA,
debido al empleo de la cepa homéloga de VLA en
la produccion de los AGE en PANAFTOSA yenel
laboratorio LARA.

Laalta reactividad de los monoclonales frente
al AGE dellaboratorio VDT sejustifica posiblemente
porlautilizacién de masde unacepa enla produccién
de este antigeno. La menor reactividad observada
frente al antigeno del laboratorio NVSL podria
atribuirse a la utilizacién de una cepa del VLA que
presenta pequefias variaciones en el segmento del
ARNVviral, que codificaala proteina grupo especifica
entre los varios serotipos de LA, observadas en
cepas aisladas de diferentes regiones geograficas
(12).

Laprueba ELISA decompeticion, empleando
anticuerpos monoclonales, segin FAO/IAEA (5) es
la més indicada para substituir las pruebas de
IDGA, fijacién del complemento e inmunofluores-

cencia en el diagndstico serolégico de LA. Los -

anticuerpos monoclonales desarrollados en el
presente trabajo presentan un gran potencial para su
empleo en la prueba ELISA de competicion y en
estudios epidemioldgicos de LA.
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