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Resumen. Anticuerpos monoclonales fueron preparados contra herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1)
purificado y se seleccionaron varios de acuerdo con su habilidad de neutralizar la infectividad viral.
El virus fue purificado por dos métodos alternativos de concentracion, con polietilenglicol seguido
de ultracentrifugacién sobre un colchén de sacarosa al 25% (p/p) o usando un gradiente linear de
tartrato de potasio. De un total de 204 lineas celulares que segregaban anticuerpos para el virus,
obtenidas en dos fusiones, se seleccionaron y expandieron clonalmente 39 hibridomas. La seleccién
se bas6 en su reactividad especifica por ELISA. De éstos, 11 anticuerpos monoclonales fueron
capaces de neutralizar BHV-1 total o parcialmnte, con o sin el agregado de complemento. Siete
anticuerpos monoclonales fueron producidos (en la forma de fluido ascitico) y purificados por
precipitacién en sulfato de amonio. De éstos, dos fueron capacesde prevenir la penetracién del virién
luegode suadherencia alas células. Asimismo, tres anticuerpos monoclonales fueron seleccionados
para ser usados en las pruebas de inmunoperoxidasa para la deteccion del BHV-1 en cultivos
celulares infectados.

El herpesvirus bovino-1 (BHV-1), que
también es conocido como virus de la rinotraqueitis
infecciosa bovina, es un miembro de la subfamilia
Alphaherpesvirinal, dentro de la familia Herpes-
viridae. El BHV-1 produce una variedad de
sindromes del ganado bovino que incluyen:
rinotraqueitis, conjuntivitis, vulvovaginitis pustular
infecciosa, balanopostitis pustular infecciosa,
abortos, enteritis y encefalitis (77). Al igual que
otros herpesvirus, ei BHV-1 puede causar infecciones
que persisten por largo tiempo en forma latente en

los ganglios nerviosos sensoriales y que pueden ser
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reactivadas después de stress y tratamientos con
corticoides (7,79). EIBHV-1 codifica 22 polipeptidos
no glicosilados estructurales y 11 polipeptidos
glicosilados (5,30). Contiene tres grupos de
glicoproteinas en su envoltura, a saber: la gl, que es
una proteina heterodimérica, consistente de dos
subunidades, una de 74/55 kDa, vinculada por un
puente disulfuro a otra subunidad de 130 kDa, la gIlI,
una glicoproteina dimérica de 180/97 kDa, y la gIV,
una glicoproteina dimérica de 150/77 kDa. Cadauno
de estos grupos glicoproteicos induce anticuerpos
neutralizantes especificos (//,28,31,39). La
glicoproteina gl det BHV-1 puede actuar como una
proteina defusion (13), mientras que la gITI parece ser
la proteina mas importante para adherenciaala célula
(27) y la gIV tendria un rol en la penetracion viral a
través de Ia membrana celular (9,37,39) y en fusién
celular (39). '
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Eltrabajo realizado consistié en la produccion
de anticuerpos monoclonales contra la cepa Cooper
del BHV-1, la caracterizacion de las actividades
bioldgicas de estos monoclonales, y su posterior uso
en diagndstico en las técnicas de ELISA,
imnunoperoxidasa e inmunofluorescencia. También
se compararonentre dos procedimientos alternativos
de purificacion viral usados para preparar antigeno
para inmunizacion y obtencion de hibridomas.

MATERIALES Y METODOS

Células y virus. La cepa Cooper del BHV-1
se propagd en células renales bovinas Georgia
(GBK) y el virus producido fue purificado en un
gradiente de tartrato de potasio tal como fue descripto
previamente (30). Alternativamente, el BHV-1 fue
purificado por precipitacion con polietilenglicol
(PEG 6000) seguido de ultracentrifugacion en un
colchoén de sacarosa de 25% (p/p) (comunicacion
personal del Dr. Brocchi, 1992, Istituto Zooprofilac-
tico Sperimentale Della Lombardia e Dell’Emilia,
Brescia, Italia).

Electromicroscopia. Las suspenciones de
virus de cada purificacion fueron colocadas en
rejillas y teiiidas por tincién negativa con acido
fosfotingstico. Se sacaron electromicrografias
usando un microscopio Zeiss EM 900 a una
magnificacion de 20000 X.

Produccién de anticuerpos monoclonales.
Ratones hembras BALB/c fueron inmunizados por
via intraperitoneal con cuatro inyecciones de 0,5 ml
cada una de BHV-1 purificado. La primera
inoculaciéon (a una dosis de 100 pg por ratén)
consistio de una suspencion virulenta del BHV-1
conteniendo 10 °* DICT, /ml en un volumen igual
de adyuvante completo de Freund. Dos semanas
mas tarde, los ratones fueron reforzados con 50 pg
del BHV-1 emulsificado con adyuvante de Freund
incompleto. Este refuerzo fue repetido una semana
mads tardey finalmente laultima inyeccion consistio
en 50 pg de BHV-1 en solucion de salina buffer
fosfato (PBS, pH 7,4). Luego de tres dias de la
ultima inyeccion o refuerzo, las células esplénicas
de losratones inmunizados fueron fusionadascon la
linea celular de ratéon SP-2/0, siguiendo los
procedimientos descriptos por Goding, 1983 (/18)y
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St. Groth & Scheidegger, 1980 (36), con algunas
modificaciones. Los sobrenadantes de los hibridomas
encrecimientofueroninvestigadosen sucapacidad de
produccion de anticuerpos especificos para BHV-1,
usandouna ELISA indirectay clonados por el método
de dilucion limite. Las correspondientes subclases
de inmunoglobulina fueron determinadas por
inmunodifusion doble. La seleccion de anticuerpos
monoclonales a ser caracterizados posteriormente
sebasoenlareactividad por ELISA y en su habilidad
en neutralizar el BHV-1 infeccioso, con o sin
complemento de cobayo. Fluidos asciticos fueron
obtenidos por inoculacion via intraperitoneal de 10°
a 107 células de hibridoma produciendo anticuerpos
especificos en ratones BALB/c que habian sido
sensibilizados alrededor de 7 a 10 dias antes con
pristane (2, 6, 10, l4-tetrametilpentadecano) o
adjuvante completo de Freund (26,38).

Purificacién de anticuerpos. Los fluidos de
ascitis fueron diluidos, en una proporcion deuno en
cuatro,con PBS (pH 7,2)y mezclados con voliimenes
equivalentes de sulfato de amonio saturado. Se
permiti6 que se formara un precipitado a 4°C por 30
minutos antes decentrifugary posteriormente siguio
una dialisis en PBS (pH 7,2) (29). La eficiencia de
dialisis fue comprobada usandoel reactivode Nessler
para sulfatos (76).

Pruebas de neutralizacion

Pruebas devirusneutralizacion. Laactividad
neutralizante de anticuerpos monoclonales fue
investigada por titulacion viral en presencia o node
una dosis fija de sobrenadante de hibridoma. La
presencia de neutralizacion dependiente de comple-
mento fue determinada por el agregado de suero de
cobayo (2,5 % de concentracion final). Una mezcla
de sobrenadante de hibridoma y suspensidn viral
preincubada por 90 minutos a 37°C fue agregada a
cada placa de 96 cavidades sembradas con células
GBK. Las placas fueron incubadas a 37°C por tres
dias. Lareduccidonde laactividad viral fue evaluada
en base a una comparacion de ambos titulos punto
final 50% (con o sin complemento). Anticuerpos
monoclonales fueron considerados neutralizantes
cuando redujeron uno o mas logaritmos de
infectividad (72).



Pruebas de reduccién de placas. Laactividad
neutralizante para BHV-1, presente en cultivos de
células de hibridomas, fluidos asciticosy anticuerpos
monoclonales purificados por sulfato de amonio
fueron ensayados usando una prueba de reduccién
de placas ejecutada en microplacas de 24 cavidades
(3). Se agregd complemento de cobayo activo en
algunos experimentos. Losanticuerpos monoclona-
les fueron considerados como ‘‘completamente
neutralizantes’’, cuando se producia una reduccion
del 80% del nimero de placas y ‘‘parcialmente
neutralizantes’’, cuando mostraban una reduccién
del nimero de placas de por lo menos 40% (15,33).

Neutralizacién postadsorcion. Se usaron
células GBK sembradas en placas de 24 cavidades
que habian sido infectadas conuna dosisque oscilaba
entre45y60u.f.p. por cavidad del BHV-1 incubadas
por un periodo de 2 horas a 4°C. Luego las células
infectadas fueron lavadas una vez con PBS Yy
anticuerpos monoclonales purificados por sulfato
de amonio fueron agregados( sin diluir) por 2 horas
a 4°C. Finalmente el anticuerpo monoclonal fue
removido de esta incubacién y reemplazado por
medio MEM conteniendo 2% de suerofetal bovino.
Las placas fueron incubadas a 37°C por 48 horas.
Las monocamadas se fijaron con formol y fueron
tefiidas con cristal violeta. El anticuerpo mono-
clonal fue considerado como neutralizante cuando
se observo una reduccion del 50% de placas en
relacion al virus control (13,20).

Titulacién de anticuerpos monoclonales

Prueba de neutralizaciénviral. Lapruebade
neutralizacioén viral fue llevada a cabo por el método
de dilucion de suero y virus fijo (6). Se usaron
diluciones base 2 de fluidos asciticos, sobrenadantes
de hibridomas y anticuerpos monoclonales
purificados por sulfato de amonio, comenzando en
una dilucién de 1:10 y fueron ensayados por
duplicado para observar su habilidad de neutralizar
100 DICT,, de BHV-1 en placas de microtitulacion.
Para algunos experimentos se uso el agregado de
complemento activo de cobayo (3,29,33).

ELISA. El métodousado fue una modificacién
de aquel descripto por Voller y colaboradores en
1976 (43). Titulaciones en bloques fueron
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previamente llevadas a cabo a los efectos de
determinar la dilucion 6ptima de uso. Se colocé el
BHV-1 purificado en microplacas de titulacién de
96 cavidades, a una dilucion de 1:200 en PBS (pH
7.4). Los anticuerpos monoclonalesfuerpn agregados
en diluciones base 10. Se usé como conjugado un
antisuero de cabra contra IgG de ratén, conjugado
con peroxidasa vegetal. Se considerd el titulo de
ELISA como la reciproca de la dilucién mds alta del
sobrenadante de hibridoma fluido ascitico o de
monoclonales purificados con sulfato de amonio
que lleva un minimo de una lectura de 0,1 de unidad
de absorbancia sobre el control usando un filtro de
492 nm (39). Se usé como control negativo un
anticuerpoespecificocontrael virus de lafiebre aftosa.

Pruebas de la inmunoperoxidasa. Mono-
camadas GBK crecidas en ldminas Lab-Tek fueron
infectadas con 107*DICT, /ml de BHV-1. Cuando
se observd efecto citopdtico, las células inoculadas
se secaron al aire y fueron fijadas en acetona
tamponada al 25% por 10 minutos. Los anticuerpos
monoclonales purificados por sulfato de amonio se
agregaron en dilucionesbase 5 en tampén de lavado
(PBS 7,4; 0,05% Tween 20 y EDTA 1 mM)
empezando en la dilucién 1:1 para determinar la
dilucién optima. Después de 45-60 minutos a 37°C
las ldminas fueron lavadas y se agregéun conjugado
de peroxidasaproteina A. Las ldminas fueron lavadas
y se agreg6 el substrato (0,1 ul/ml de H,0, y 1,0 mg/
ml de diaminobenzidinatetrahidroclorido). Después
del lavado las 1aminas fueron tefiidas por contraste
con hematoxilina (diluida 1:5 en solucién tampén
de lavado) por 10 minutos. Las ldminas fueron
lavadas en agua corriente y examinadas con un
microscopio de campo claro (2,32,35). Como
controles negativos seusaron anticuerpos especificos
contra el virus de la fiebre aftosa y camadas de
células no infectadas. Como control positivo se usé
un suero policlonal de ratén contra el BHV-1.

RESULTADOS

Herpesvirus bovino tipo 1. El Cuadro 1
muestra los resultados de ambos métodos de
purificacién viral ensayados con un gradiente de
tartrato de potasio seguido de concentracién con
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PEG, y por medio de centrifugacion y/o ultracentri-
fugacion en un colchon de sacarosa.

Electromicroscopia. El examencon eletromi-
croscopio (Cuadro 1) confirmo que el virus obtenido
por gradiente de tartrato de potasio estaba
relativamente intacto. Ochenta por ciento de los
viriones observados tenian envoltura completa y la
preparacion no presentaba contaminacion visible
con membranas celulares (Fig. 1). El virus obtenido
por concentracion con PEG y ultracentrifugacion
en uncolchdén desacarosa (Fig. 2) reveldtambién poca
contaminaciéon con membranas celulares, pero la
envoltura viral en este casoestaba considerablemente
mds daifiada y solamente 20% de los viriones estaban
completamente envueltos. Se encontraron particulas
defectivas (vacias) en ambas purificacioncs.

Panel de anticuerpos monoclonales. El
andlisis inicial por ELISA de los sobrenadantes
obtenidos de los hibridomas revelo que existian 19
clones que reaccionaban con el BHV-1 concentrado
por PEG (en el caso de fusion 60 ) y 187 purificados
por tartrato de potasio (en la fusion 61). Diecinueve
hibridomas fueron seleccionadosy clonadosa partir
de la fusién 60 y veinte a partir de la fusion 61

CUADRO 1. Puriticacion de herpes virus bovino-1.

PEG gradiente de  Gradiente de tartrato

sacarosa de potasio

Frasco de cultivo® Roux 225 cm? Roller 850 em?
Titulo en células GBK® 1083 1077
(DICT, /mil)

Volumen puriticado 2000 200
(ml)
BHV-1 purificado 109 103
DICT,/ml)
Volumen final 12 2.2

puriticado (ml)

Concentracion de 24 2.0
proteina (mg/ml)*
Electromicroscopia? 80% virus entero
20% capside

'20% virus entero
80% capside

* Frasco de cultivo usado en la produccion del virus.

® Nivel de produccion de virus en las células.

¢ Determinado para el ensayo de proteinas Bradford (Bio-rad).
4 Electromicroscopia de transmision (tincion negativa).

basados en los mds allos valores en ELISA. Las
pérdidas debido a la eficiencia de clonado fueron
aproximadamente de 40% y se obtuvieron nueve
monoclonales de la fusion 60, de los
siguientes isotipos: seis [gG1, un IgG2a,

un IgG2b y uno no determinado; y 14 en
la fusién 61: cinco IgGl, tres IgG2a, dos
IgG2b, un IgG3 y tres no determinados.

Finalmente, siete anticuerpos
monoclonales (dos de la fusién 60 y cinco
delafusion61) fueron seleccionados para
una produccion ulterior de fluido ascitico
y purificacion por sulfato de amonio
basados en la actividad neutralizante de
sobrenadantes (Cuadro 2). Todos ellos
redujeron el titulo viral en uno o mds
logaritmos a través de lostitulosde ELISA
de seleccion inicial de sobrenadantes,
fluidos asciticos y anticuerpos monoclo-
nales purificados por sulfato de amonio,
los cuales estin representados en la (Fig.
3). La actividad de anticuerpo mono-
clonal especifico fue de 100 a 1000 veces
mas concentrada en los fluidos asciticos y

FIGURA 1. Electromicrografia del BHV-1 purificado en un gradicnte de

tartrato de potasio (magnificacion 2 x 104).

Winkler et al.

— anticuerpos monoclonales purificados por
sulfato de amonio que en los sobrena-



dantes. Dos anticuerpos monoclonales
(61AF5A9y61BF2D8) pudieron neutra-
lizar BHV-1 a un nivel de aproximada-
mente 50%, previniendo la penetracion
del virion en las células (postadsorcion)
en las pruebas de virusneutralizacién
correspondientes. Al mismo tiempo
redujeron el didmetro de placas. El anili-
sis de estos dos anticuerpos monoclo-
nales neutralizantes demostrd que perte-
neciana la subclase [gG2a. Los resultados
obtenidos por neutralizacién viral,
reduccién de placas, neutralizacion
postadsorcion y ELISA estan represen-
tados en el Cuadro 2.

Deteccién por inmunoperoxidasa
yanticuerpos BHV-1 encélulasinfectadas.
El examen microscépico de células
infectadas usando objetivos x10 y x25
reveldactividad de peroxidasa representada
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por unos depdsitos granulosos marron-
rojizos en el citoplasma y nucleo usando
anticuerpos moleculares (61AF5A9,
61BF2D8 y 61DHSEL11, dilucién 1/5) purificados
en sulfato de amonio. Se us6é un conjugado de
peroxidasa de proteina A en 1/50. No se observo
actividad inmunoperoxidasa en los coatroles
negativos.

104).

DISCUSION

Los resultados de estos estudios sugieren que
los varios monoclonales obtenidos son especificos
para glicoproteinas basados en su actividad
neutralizante (7,11,29,31,39,40). En general, tres
glicoproteinas diferentes (gl, gIll y gI'V) han sido
identificadasen BHV-1como losblancos principales
de anticuerpos neutralizantes (1]).

Dos anticuerpos monoclonales (6 1AF5A9y
61BF2D8) redujeron el niimero total de placas en
aproximadamente 50%del valor decontroly también
redujeron el tamaiio de las placas en las pruebas de
neutralizacién posteriores a la adsorcion. Estos
datos sugieren que estos anticuerpos monoclonales
estan dirigidos contra la glV, y podrian interferir
con el proceso de infeccion posterior ala adherencia

FIGURA 2. Electromicrografiadel BHV-1 purificado en concentracién de
PEG y ultracentrifugacién en un colchon de sacarosa (magnificacion 2 x

de virus y reducir el ensanchamiento de:la placa
(solamente anticuerpos contra la gIV generalmente
inhiben el desarrollo de placas //3]). Estos mismos
anticuerpos también presentaron titulos elevados
en ELISA y virus-neutralizaciéon (33). La
glicoproteina glV cumple un rol importante en la
penetracién del virion a través de la mémbrana
celular (9,37). Hay cinco 3reas antigénicas en glV
queson reconocidas por anticuerpos que neutralizan
el BHV-1. La adicién de complemento redujo la
concentracion de anticuerpos necesaria para
neutralizar el virus (28).

Los resultados obtenidos en las pruebas de
neutralizaciéon con el tipo de monoclonales
60AB4H7, 60AGSE4, 61AE12F10, 61DF2H8 y
61DHSE1 1 sugieren que estan dirigidos contra gl o
glll. La glicoproteina glll es la mas importante
proteina de adherencia a la célula (27) y los
anticuerpos monoclonales contrala gl bloquean la
adherencia de BHV-1. Cinco areas antigénicas son
reconocidas por anticuerpos dirigidos contra glIl.
Cuatro de estas cinco fueron parcialmente
neutralizadas antes en la ausencia de complemento
y completamente neutralizadas en presencia del
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mismo. Solamente undarea antigénica fue neutraliza-
da por anticuerpos enausencia de complemento (28).

Las glicoproteinas gl y gIV constituyen
componentes esencialesdel virion. La glicoproteina
gl del BHV-1 es importante para la penetracion del
virién en las células y puede actuar como una
proteina de fusion (74). Hay cuatrodreasantigénicas
interrelacionadas en la glicoproteina gl. Tres areas
antigénicas fueron reconocidas por anticuerpos que
neutralizaron el virus en la ausencia de comple-
mento. Cuando el complemento estaba presente, una
concentracion mas baja de anticuerpos fue necesaria
para neutralizar BHV-1. La cuarta drea neutralizante
fue reconocida por anticuerpos parcialmente
neutralizantes sin complemento y completamente
neutralizantes en la presencia de complemento (29).

Las glicoproteinas especificadas por el her-
pesvirus son de particular interés dado que inducen
anticuerpos neutralizantes. Cuando ¢l BHV-1 fue
purificado por ultracentrifugacion en un gradiente
de tartrato de potasio, sc pudo confirmar por
electromicroscopia la preservacion de la integridad
viral, particularmente la envoltura viral. El virus
estaba intacto y la preparacion estaba libre de
proteinas celulares (Fig. 1). Seusaron gradientes de
tartrato de potasio para purificar herpesvirus sin
contaminacion con proteinas celulares y dafio
minimo a la envoltura viral (5, 8, 22, 30). Por otro
lado, la purificacién usando concentracién con
PEG yultracentrifugacion enun colchon de sacarosa
altero la integridad estructural de los viriones y s¢
observaron pérdidas de envolturas virales (Fig. 2).
Particulas incompletas pudieron ser encontradas
cuando se usaron ambos protocolos de purificacién.
Estas particulas pueden ser contaminantes comunes
de un stock viral o ser el resultado de pasajes
seriados en cultivos celulares realizados a una alta
multiciplicidad de infeccion (10).

Latitulacién por ELISA delos sobrenadantes
de cultivo celular de hibridomas, fluidos asciticos y
los anticuerpos monoclonales purificados por sulfato
de amonio indicé que el nivel de anticuerpos
monoclonales en fluidos asciticos, y en los mismos
fluidos asciticos purificados por precipitacion con
sulfato de amonio, era de 10 a 1000 veces mayor que
en los sobrenadantes de cultivos celulares de hibri-
domas (Fig. 3). Estos resultados estan de acuerdo
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SO0AB4HY 60AGSE4 S1AEIZFI0  61AFSA9 61BF2D8 61DF2H8* 61DHSELL

FIGURAS3. Titulacion de anticuerpos moleculares por ELISA.
Los titulos de ELISA fueron expresados como lareciproca de
la dilucion mas elevada que dieron resultados de por lo menos
0,1 arribadel control en 492 nm. Las columnas blancasson los
sobrenadantes, el sombreado claro los fluidos asciticos y el
oscuro, los anticuerpos monoclonales purificados con sulfato
de amonio. *Pérdidas en purificacion.

con losresultados comunicados previamente (78, 39).

La técnica de inmunoperoxidasa es tan sen-
sible como la de inmunofluorescencia y atin mas
sensible que el aislamiento viral para deteccion de
antigenos virales en tejidos fetales (35). Cuando se
usa la inmunoperoxidasa con una coloracion de
contraste como hematoxilina, la técnica presenta la
ventaja sobre lainmunofluorescencia de que permite
reconocer caracteristicas morfologicas de las células
en estudio (34). Tres anticuerpos monoclonales
purificados por sulfato de amonio (61AF5A9,
61BF2D8y 6 1DH5E1 1) reaccionaron positivamente
y con cultivos celulares infectados con el BHV-1
cuando se usaron en esta técnica. Por lo tanto, es
posible que estos anticuerpos monoclonales puedan
ser usados como reactivos en inmunoperoxidasa
para diagnostico rapido en infecciones por BHV-1.

Se han propuesto varios tipos de vacuna para
controlar el BHV-1, las cuales incluyen: vacunas
atenuadas TK negativas (23); vacunas de delecion
de gen gIllI (24); vacunas recombinantes entre los
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virus del BHV-1 y de la fiebre aftosa (25); vacunas
inactivadas y de subunidades gl, glll'y gIV (4, 2/,
41, 42). El panel de anticuerpos monoclonales que
hemos preparado contra las glicoproteinas gl, glII
y gIV es importante desde el punto de vista de
diagnéstico, asi como también para su posible uso
para diferenciacion entre animales vacunados o
animales infectados con BHV-1, especialmente en
paises que estén usando vacunas a subunidad o
vacunas obtenidas por ingenieria genética que
contengan una delecion de ciertos marcadores
serologicos.

La continuacién de los estudios con estos
monoclonales en el futuro podrian estar dirigidos a
algunos de los siguientes puntos: (i) la caracterizacion
por ensayo de inmunoprecipitacién y/o por analisis
de ““Westernblot’’ para identificar exactamente las
glicoproteinas virales que reconocen; (ii) la
caracterizacion por inmunoensayo de competicion
reciproca para identificar dreas antigénicas en las
glicoproteinas; (iii) probar la reactividad con otros
herpesvirus para estudiar la reactividad cruzada y
ademas con cepas del BHV-1 de campo brasilefias
a los efectos de asegurarse que estos aislamiento
tienen una significacion diagnosticaregional, y (iv)
uso de estos monoclonales como una herramienta
diagnéstica mas sensible y especifica enlas técnicas
de inmunoperoxidasa, inmunofluorescencia y
ELISA.
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