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Comunicacion breve

OBTENCION DE GLICOPROTEINAS DEL VIRUS DE LA
ESTOMATITIS VESICULAR PARA IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS

Martins, M. A., Gomes,M.P.D., Sondahl, M.S., Alonso, A., Lopez, J.W.

Centro Panamericano de Fiebre Aftosa (OPS/OMS)
Caixa Postal 589, 20001-970 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Se describe un método préctico basado en el uso de un detergente no iénico, que se
puede remover por didlisis, para la extracién de las glicoproteinas del virus de la
estomatitis vesicular con el objeto de ser usadas para la identificacion de anticuerpos

por la técnica de ELISA.

La estomatitis vesicular (EV) es una
enfermedad que afecta bovinos, caprinos, equinos,
ovinos, porcinos y otras especies de vertebrados
causada por un Vesiculovirus de la familia
Rhabdoviridae (6,15). En 1927 fueron identi-
ficados serotipos New Jersey (NJ) e Indiana (IN)
(8). Dentro del serotipo IN fueron aisladas
numerosas cepas que son agrupadas en los
subtipos IN-1,IN-2 e¢IN-3 (2,4, 70). El virusde la
estomatitis vesicular (VEV) esta compuesto por
64% de proteinas, 20% de lipidos, 13% de
carbohidratosy 3%de acido ribonucléico (ARN)
(16). Enel viridn fue identificado cinco proteinas:
L, G, N,NSy M. La proteina G, o glicoproteina
(GP) es responsable por la induccion de anticuerpos
neutralizantes y por la especificidad de los
serotipos (13, 16,20). Debido a esto, se investigo
diversos métodos de extraccion de la GP del
virion parautilizar en la produccion de antisueros
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(11)y en el analisis de las reacciones antigeno-
anticuerpo (3,73, 20). Para laextraccion delas GP
se utilizé6 desde enzimas proteoliticas hasta
detergentes (9, /9). Mediante el uso de detergentes
no idnicos con alta concentracion micelar critica
(12, 18) esposible extraer las GP del VEV bajo la
forma de liposomas (5,/8), inmunosomas y
virosomas (/7).

El procedimiento utilizado en este trabajo
para la extraccion de GP del VEV parasuusoen
la identificacion de anticuerpos por la técnica
ELISA (Enzime Linked Inmunosorbent Assay) es
sencillo y prdctico. El método usado ¢s una
modificacion de procedimientos anteriormente
descritos (5,71, 13,18).

Lascepas de virus NJ-CostaRica/66, IN-1
CostaRica/72, IN-2 Salto-Arg/63 ¢ IN-3 Alagoas-
Br/64 son inoculadasen monocamadas de células
BHK.i, clon 13, cultivadas en botellas rodantes
con 1.000 DIs, CC, e incubadas a 37°C. Una vez
que el efecto citopatico se generaliza, se cosecha
los cultivos raspando las células ain adheridas
y se clarifican por centrifugaciona 600 g durante
15 minutosa 4°C. El sobrenadante es centrifugado



a 70.000 g durante 1 hora a 4°C y se utiliza el
sedimento, descartando el sobrenadante. El
sedimento es resuspendido en medio TEN (Tris
0,05M,EDT 0,002M, NaCl 0,2M, pH7,5)al 1%del
volumen original (v/v). El procesode solubilizacion
selectiva de las GP se efectia en reposo, a
temperaturade 22 a 25°C, durante | horacon OGP
0,03 M. A continuacion, la suspension es
centrifugada a 150.000 g durante 2 horasa4°Cy
el sobrenadante conteniendo las GP es dializado
durante 48 horas a 4°C con dos cambios del
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tampén TRIS (Tris 0,01M, CiIMg 6H-00,001M,
Ditiotreitol 0,000 1My NaN;0,002M, pH7,5 (18).
Las suspensiones de GP pueden ser filtradas en
membranas de acetato de celulosa de 0,20 p 6
tratadas con 0,05% NaNs, y conservadas a4°Cen
fracciones de 1 ml, en viales herméticamente
cerrados, para impedir la deshidrataciony permitir
elalmacenamiento prolongado.

El proceso de obtencion de las GP (cuadro
1) es controlado mediante la tipificacion, subtipifi-
caciony titulacion por fijacién del complemento

CUADRO1.Flujograma de produccion de las glicoproteinas
delosvirus de la estomatitis vesicular, usando el detergente

octyl$-D-glucopiranoside

Suspensidn de células BHK-21 infectadas con VEV

v
600g-15 minutos 4°C

v v
Sedimento Sobrenadante(A)
(descartar)
s 70.000g-1h 4°C v
Sedimento(C) Sobrenadante(B)
(descartar)

v

1%TEN 0.03M OGP 1h 22-25°C

\ 150.000g-2h 4°C

Sedimento(D)
(descartar)

\’

Sobrenadante
v
Dialisis 48h 4°C

%
Filtracién 0,204 o 0,05% NaN;

Inocuidad

v
Glicoproteinas(E)
(Almacenar 4°C)

A,B,C,D,E: etapas del proceso de produccién controladas por FC 50%.
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50% (FCso) (cuadro 2) de las diferentes muestras
obtenidas durante el referido proceso, segiin las
técnicas descritas (/). El gradode purezade la GP
es confirmado por pruebas de electroforesis en
gel de poliacrilamidaal 12,5% (35, 14, 18) (datosno
incluidos).

El cuadro 3 muestra las diluciones que
proporcionaron el 50% de reactividad en la

titulacion por ELISA "sandwich" indirecta del
virion y las GP de las diferentes cepas de VEV
analizadas, frente a los antisueros homologos.

Finalmente, se realizola pruebade inocuidad
de la suspension de GP, 1a cual consistid en tres
pasajes seriados de 48 horas cada uno, en células
BHK.: cultivadas en botellas rodantes. Todas las
preparaciones fueron negativas.

CUADRO 2 .Titulo por fijaciéon del complemento 50% de las
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suspensiones de virus de la estomatitis vesicular durante el proceso
de obtencion de las glicoproteinas de acuerdo con el flujograma

Antigenos
Fracciones’ New Jersey Indiana-1 Indiana -2 Indiana -3
A 1:242 112 1:50 1:130
B 112 <110 1.20 1:30
Cc 1.620 1:500 1:500 1:500
D 1.30 <110 < 1:10 1:20
E 1:160 1:100 1:120 1:250

'Fracciones de las muestras indicadas en el cuadro 1.
2Dilucidon que proporciond el 50% de reaccién segin Spearmann-Karber.

CUADRO 3.Titulacién del viridon y de las glicoproteinas del virus
de la estomatitis vesicular por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay)"sandwich" indirecta

Antigenos
Antigeno New Jersey Indiana-1 Indiana -2 Indiana -3
Virién 1:148" 1:30 1:40 1:295
Glicoproteina 1:620 1:500 1:500 1:500

'Dilucion que proporciond el 50% de reaccion por interpolacion linear.
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CUADRO 4. Inhibicion de la neutralizacion del virus de la estomatitis vesicular
en células IB-RS-2 por glicoproteinas New Jersey e Indiana-1 usando sueros
hiperinmunes homélogos producidos en cobayos

Dilucién Antisuero Cobayo

Dilucion de

Glicoproteina
New Jersey

Indiana-1

1/50 1/100 1/200 1/400 1/800

1/10 +
1/30 +
1/90 +
11270 +
+
+

1/810
NO GP

+ 4+ + 4+
+ o+ o+ o+ o+
+ + + +

+ o+ o+

1/60 1/100 1/200 1/400 1/800

+ + - - -

+ 4+ + + +
+ 4+ + + +
+ 4+ + + o+
+ 4+ + +
+ 4+ +

+ Neutralizacion.
- Inhibicién de la neutralizacion.

El proceso de extracciéon conservo la
capacidad de las GP reaccionar con anticuerpos
neutralizantes de las mismas (/3), como fue
comprobado por la prueba de inhibiciéon de la
neutralizacién realizadaen monocamadasde células
IB-RS-2 (7).

Dichaprueba consiste en mezclar en partes
iguales diluciones de antisueros de EV con una
solucidn de las GP homologas e incubar por | hora
a37°C. Seguidamente, acadadilucion se agregan
100 DIso CC de virus por 0, lml de la mezcla GP/
antisuero y después de incubar agitando por 1
horaa 37°C, las mezclas antisuero/GP/virus son
inoculadas sobre monocamadas de células IB-
RS-2ycultivadas en microplacas de 96 pocillos.
Transcurridas 48 horas se observa el efecto
citopatico en las células. Las GP de los virus NJ
eInd-1 inhibieron la neutralizacién del antisuero
homologo hasta la dilacion 1/90 (cuadro 4).

Las GP conservadas a 4°C se mostraron
estables por un periodo superior a cinco aiios al
ser usadas en pruebas de FCsoy ELIS A competicion
fase liquida.

La especificidad, estabilidad e inocuidad
mostradas por las GP preparadas a partir de los
virus NJ, IN-1, IN-2 ¢ IN-3, asi como la capacidad
de inducir anticuerpos neutralizantes hacen de
cllas un antigeno adecuado para ser utilizado en

estudios serologicos de dreas libres de la EV,
permitiendo larealizacion de las pruebassin riesgos
biclogicos.
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ABSTRACT

Obtaining of glycoproteins of
stomatitis vesicular virus for the
identification of antibodies

Inthisarticle apractical method isdescribed on the
uscof a nonionicdetergent, that canbe removed by
dialysis, for the extraction of the glycoproteins of
the vesicular stomatitis virus to be used in the
identification of antibodies by ELISA’s technique.
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RESUMO

Obtengao de glicoproteinas do
virus da estomatite vesicular para
identificagao de anticorpos

Neste trabalho descreve-se um método pratico
baseado no uso de um detergente ndo idnico, que
pode ser removido por didlise, para a extragdo das
glicoproteinas do virus da estomatite vesicular para
seu uso na identificagio de anticorpos pela técnica
deELISA.



