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RESUMEN

Se evalud la respuesta inmunitaria serotipo especifica contra
rotavirus porcinos, en sueros de lechones y sueros hiperinmu-
nes producidos en conejo, mediante un ELISA de competen-
cia. El uso de una bateria de 6 anticuerpos monoclonales
(AcM) producidos contra la proteina VP7 de los serotipos G3,
G5 o G11 y un AcM contra el segmento VP8* de la proteina
VP4 del serotipo P9, permitié la identificacion de tres grupos
de reactividad. El primer grupo, representado por los AcM diri-
gidos a los serotipos G3 y G5, definido por el reconocimiento
reciproco de los AcM 1C10 y 7D2 y, otro no reciproco por el
AcM 1C3. El segundo grupo de reactividad formado por los
AcM de serotipo porcino G11, definido por el reconocimiento
reciproco de los AcM 6E10 y 8D10 y el no reciproco del AcM
5E6. ElI AcM 4B2, dirigido contra VP8*, representd el tercer
grupo de reactividad. La respuesta inmunitaria en sueros hipe-
rinmunes fue serotipo especifica y apoyé la presencia de un
epitope comun sobre las VP7 G3 y G5 porcinas y de un domi-
nio exclusivo sobre el serotipo G11 porcino. En lechones de 1
a 8 semanas de edad, se encontraron niveles considerables
de anticuerpos que compitieron con el panel de AcM, sugirien-
do que pudieran estar representados en el repertorio de anti-
cuerpos que se producen por infeccién natural.
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ABSTRACT

The serotype-specific immune response against porcine rotavi-
ruses was evaluated in piglets and hyperimmune sera raised in
rabbits by a competition ELISA. Using 6 monoclonal antibodies
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(Mabs) directed against G3, G5 and G11 VP7 and one Mab d&
rected against P9 VP8* cleavage product of VP4, thr
disctinct reactivity group were identified: reactivity group repr
sented porcine rotavirus serotypes G3 and G5, defined by th
reciprocal recognition of 1C10 and 7D2 and by the non
reciprocal recognition of the Mab 1C3; represented porcine r
tavirus G11, defined by the reciprocal recognition of Mab 6E1
and 8D10, and by the non-reciprocal recognition of Mab 5E
and the one represented by Mab 4B2, directed against VP&
In rabbit hyperimmune sera the immune response w
serotype-specific and supporied the presence of a commo
epitope on both G3 and G5 VP7 types, as well as an exclusiv
domain for serotype G11. In 1- to 8-weeks old piglets, consi
erable levels of antibodies competed out all Mabs tested sug
gesting that the Mabs are represented in the antibody repes
toire produced after natural infection of porcine rotavirus,

Key words: Rotavirus, piglets, competition ELISA.

INTRODUCCION

La gastroenteritis rotaviral es una enfermedad de distr
bucién mundial, que afecta a nifios y a individuos jévenes d
una gran variedad de especies animales, incluyendo cerd
[10]. Las proteinas de superficie de rotavirus grupo A, VP4 §
VP7, estimulan en forma independiente la produccion de ant
cuerpos neutralizantes e inducen inmunidad protectora [13
17]. Se han desarrollado anticuerpos monoclonales cont
VP4 y VP7 de diferentes serotipos [11], los cuales se han uti
zado para el estudio de la estructura antigénica de estas pro
teinas [12] y para conocer la prevalencia de los serotipos e~
diferentes especies animales [16]. La caracterizacion antigén-
ca de anticuerpos monoclonales que reconozcan epitopes sc—%
bre VP4 y VP7, ha hecho posible conocer la respuesta inmun-
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a sérica contra sitios antigénicos en estas proteinas me-
znte el ensayo inmunoenzimatico de competencia, que se ha
mpleado extensamente no sdlo para evaluar inmunidad en
=tavirus [1, 9, 15, 19] sino para otros modelos virales como
sastroenteritis transmisible [7].

El objetivo de este estudio fue caracterizar la topografia
zntigénica de las regiones funcionales de las dos proteinas de
zuperficie de tres cepas de rotavirus de diferente serotipo y
=xaminar la respuesta inmunitaria especifica contra epitopes
s=rotipo especificos y de reactividad cruzada en sueros hipe-
“nmunes producidos en conejos y en lechones en condiciones
2= infeccién natural, mediante el uso de anticuerpos monoclo-
nzles serotipo especificos en un inmunoensayo enzimatico de
competencia.

MATERIALES Y METODOS

Muestiras

Durante el desarrollo del presente trabajo se emplearon
sueros hiperinmunes producidos en conejo contra las cepas
rotavirus porcino: Gottfried (P2BG4), OSU (P9GS5), 253
23G11) y contra la cepa de rotavirus bovino NCDV (P6G6).
Ldemas, muestras de sueros de lechones de 1 a 8 semanas
Z= edad, procedentes de diferentes granjas de los estados
4ragua, Carabobo y Miranda.

2urificacién y biotinilacién de los anticuerpos
monoclonales

Se utilizd una baterfa de 6 anticuerpos monoclonales
4cM) dirigidos a la proteina de rotavirus de capside externa
/P7 [5, 6] y, un anticuerpo monoclonal dirigido contra el seg-
—ento VP8*, segmento de clivaje de la proteina de rotavirus
sz capside externa VP4 [14]. Las caracteristicas de estos AcM
== muestran en la TABLA |. Los anticuerpos monoclonales de
sotipo 1gG se purificaron por columna de DEAE-AFFI-GEL-
SLUE (BIO-RAD) y los monoclonales de isotipo IgM, se purifi-
-aron por cromatografia de exclusién molecular mediante una
~olumna de Sephedex G-200 (Pharmacia). Posteriormente,

cada uno fue biotinilado con éster de N-hidrosuccinamida de
biotina (Sigma).

ELISA

Se realizé un inmunoensayo enzimatico (ELISA), a fin de
conocer la capacidad de los AcM biotinilados para detectar an-
tigeno en platos de microtécnica, utilizando las diferentes ce-
pas de rotavirus contra las que fueron producidos. Se aplicé el
protocolo descrito por Ciarlet y col. [6], con las siguientes mo-
dificaciones: se utilizdé suero hiperinmune contra rotavirus pro-
ducido en conejo como anticuerpo captura y los anticuerpos
monoclonales biotinilados como anticuerpos detectores. Las
lecturas de D.O. iguales o superiores a 1 se consideraron posi-
tivas, después de calibrar a cero con pozos sin antigeno.

ELISA de competencia

Con el objeto de comparar la habilidad de varios sueros
sanguineos de conejo y de cerdos para competir con los AcM
biotinilados por su unién a rotavirus, se desarrolld un ensayo
de ELISA de competencia (EC) descrito por Shaw y col. [19],
con ligeras modificaciones. Utilizando platos de microtécnica
sensibilizados con suero hiperinmune contra rotavirus OSU
(P9,G5) 6 253 (P9,G11), producidos en conejo. Luego de colo-
car el virus, se lavaron los platos con buffer fosfato salino y se
afadieron las diluciones seriadas y por duplicado de los anti-
cuerpos competidores: AcM sin marcar (AcM frio) o suero, in-
cubando por 4 horas a 37°C. Después de lavar se coloco la di-
lucién preestablecida del AcM biotinilado, por 2 horas a 37°C.
La primera fila de cada placa fue utilizada como control sin an-
tigeno viral. Ademas, para cada AcM biotinilado se incluyeron
controles de virus, a fin de demostrar la especificidad del AcM
en cada prueba. El suero control positivo estuvo representado
por diluciones seriadas de suero hiperinmune especifico para
cada cepa viral. El AcM biotinilado se detecté con streptavidi-
na-peroxidasa (Sigma), utilizando como revelador o-Phenilen-
diamine. El valor promedio de la unién del AcM biotinilado en
presencia de cada dilucion del AcM competidor se calculé por
duplicado. El titulo EC se expres6 como la mayor dilucién de
AcM competidor que dio un valor de D.O. menor o igual al

TABLA |
PROPIEDADES DE LOS AcM USADOS EN ESTE ESTUDIO

AcM Virus Inmunizante ST Sitio AA! (regién) AA Isotipo Ref
1C3 A34 P9G5 94(A) Ala IgM [6]
1C10 A46 P9G5 96(A) Thr IgG1 “
7D2 A131 P9G3 96(A) Asn IgM :
5E6 253 POG11 87(A) Arg IgM .
6E10 253 P9G11 87(A) Arg 1gG2b “
8D10 253 PIG11 223(C) Lys 1gG2b "
4B2? osu P9G11 s - IgG1 [14]

‘Besiduo de AA en el cual mapea cada AcM por andlisis de la secuencia de VP7 en mutantes resistentes a la neutralizacion.

~ontra VP8*, fragmento de clivaje de VP4 P9. 3No se conoce.

2AcM producido
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TABLA 1l
ENSAYOS DE COMPETENCIA DE LOS AcM BIOTINILADOS CONTRA LOS AcM FRiOS*

AcM frio AcM biotinilado

Gompetitior 1C10 7D2 1C3 8D10 6E10 5E6 482

G5 G3 G5 G11 G11 G11 P9

1C10 >3200 >3200 50 <50 <50 2 2
7D2 >3200 >3200 50 <50 <50 <50 <50
1C3 >3200 >3200 1600 <50 <50 <50 <50
8D10 <50 <50 <50 >3200 1600 100 <50
6E10 <50 <50 <50 1600 3200 100 <50
5E6 <50 <50 <50 >3200 < 50 >3200 <50
4B2 <50 <50 <50 <50 < 50 < 50 1600

* Los titulos de EC estan expresados como la mayor dilucion de AcM frio que da un valor de D.O. 492

competidor en 8 pozos.

= 50% del promedio del control s=

TITULO DE Ac DE ACUERDO AL ENSAYO EMPLEADZAgg:\IIgUEHOS HIPERINMUNES PRODUCIDOS EN CONEJO
Suero EG’ EC EC EC EC EC NRFF?
(ST G) 1C3 ~1c10 7D2 5E6 6E10 8D10

aGOTT(4) <50 <50 50 <50 <50 <50 6400
«OSU (5) 1600 1600 > 3200 > 3200 50 <50 100 25600
a253(11) <50 <50 <50 > 3200 > 3200 > 3200 12800
aNCDV(6) 100 <50 < 50 <50 <50 <50 6400

TLos titulos de EC estan expresados como el reciproco de la mayor dilucién de suero que da un valor de D.O. 492 <50% del promedio del contrs

sin competidor en 8 pozos.

50% del promedio de los pozos que contenian sélo el AcM bio-
tinilado. Se escogid la dilucién 1/50 como punto de corte, por
lo que un Ac competidor se considerd positivo, cuando esa di-
lucién es capaz de reducir en 50% el promedio de D.O. a 492
nm al comparar con los pozos sin competidor.

RESULTADOS

ELISA de competencia entre los AcM

Cada AcM fue enfrentado a su homdlogo y a los otros
AcM dirigidos a VP7 y VP4. La TABLA Il muestra los ensayos
de competencia realizados. Para los AcM dirigidos contra VP7
G3 y G5, se observé que el AcM 1C10 sdlo compite con el
mismo y con 7D2. El AcM 7D2 lo hace con el mismo y con
1C10. El AcM 1C3 compite con su homoélogo, con 1C10 y 7D2.
No hay competencia de estos AcM con los producidos con el
serotipo G11 ni con el AcM 4B2 especifico para VP8*.

En el caso de los AcM dirigidos a la VP7 de 253 (G11), se
encontrd que el AcM 8D10 compite con el mismo, con 6E10 y
con 5E6. El AcM BE10 lo hace con el mismo y con 8D10. No hay
competencia de este AcM con 5E6 ni con el resto de los AcM
usados en el ensayo. El AcM 5E6 compite con el mismo y con
8D10, no mostré competencia con 6E10 ni con el resto de los
AcM. El AcM 4B2 solamente compitid con el mismo en el EC.
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2Los titulos neutralizantes estan expresados como el reciproco de la mayor dilucion de suero que reduce =66% d=
Nde focos infecciosos en el ensayo de NRFF para la cepa homdloga [10].

ELISA de competencia con sueros hiperinmunes
producidos en conejo

La TABLA Ill muestra que el suero hiperinmune OSL
responde de manera especifica, produciendo anticuerpos (Ac
que compiten a titulos elevados con los AcM 1C3, 1C10 y 7DZ
dirigidos contra VP7 de los ST G3 y G5. Ademas, lo hace cor
el AcM 4B2, a titulos superiores a 3200. Los niveles de com
petencia de este suero en relacién a los AcM dirigidos a 252
(G11) son casi inexistentes. Solo para el AcM 8D10 se obser
va un titulo de 100. El suero hiperinmune especifico para &
cepa Gottfried (P2B,G4), no mostré tener Ac que compitierar
con ninguno de los AcM utilizados.

El suero hiperinmune para 253 (P9,G11) presentd A:
que compitieron unicamente con los AcM producidos con
cepa homologa. Este suero no tiene Ac competidores con
AcM 4B2. El suero hiperinmune para la cepa de rotavirus bov:
no NCDV (P6,G6) no tiene Ac que compitan de manera signif-
cativa con ninguno de los AcM utilizados.

s

ELISA de competencia en sueros de lechones
de diferentes edades
En la TABLA IV se muestran los promedios de los titulos

de Ac de los sueros de lechones en el EC. Al analizar los d=
tos de lechones en las 2 primeras semanas de edad, se obser
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PROMEDIO DEL TiTULO DE Ac DE ACUERDO AL ENg?ﬂ\BY{—g S;JIPLEADD EN LECHONES DE DIFERENTES EDADES
Edad n NRFF! EC? EC EC EC NRFF EC EC EC
(sem) STG5 1C3 1C10 7D2 4B2 STG11 5E6 B6E10 8D10

1-2 9 1245 356 540 1318 222 133 33 81 84

3 7 143 nd® 44.3 51,4 40 85,7 193 957 60

4 5 120 44 46 76 40 110 0 8 10

7 5 120 14 34 112 40 202 6 14 12

8 9 161 7.8 16,6 65,5 31,1 177,8 56 56 16,7

"Los titulos neutralizantes estdn expresados como el promedio del reciproco de la mayor dilucién de suero que reduce en 66% el N® de focos

~fecciosos en el ensayo de NRFF para la cepa homdloga [10].

o que los sueros son capaces de competir a titulos elevados
con los AcM especificos para G3 y G5. También, la respuesta
de anticuerpos es elevada para el AcM 4B2 (VPB* P9). Sin em-
nargo, los titulos de anticuerpos para los AcM dirigidos a el ST
311 son mucho menores. En el grupo de lechones de 3 a 8
semanas, se observa que la situacion es inversa, niveles de
anticuerpos muy bajos para todos los AcM utilizados. Con el
4cM 7D2, los titulos de Ac fueron superiores a los de 1C3 y
1C10. Sélo los animales de 3 semanas presentaron titulos li-
seramente mayores para los AcM dirigidos contra G11.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Existe poca informacién sobre la antigenicidad relativa
los epitopes de neutralizacion sobre VP4 y VP7, después
infeccion natural o vacunacion. El conocimiento de la inmu-
nogenicidad de las regiones homotipicas y heterotipicas sobre
=stas proteinas in vivo, es considerado como un aporte valioso
oara entender la respuesta inmunitaria frente a las infecciones
otavirales.

=

e

e

La respuesta inmunitaria contra rotavirus, generada por
~feccién natural o por vacunacion, ha sido evaluada tradicio-
~almente por ensayos de neutralizacion [3, 4, 20]. Esta res-
ouesta se puede estudiar en forma mas especifica mediante
=nsayos de competencia, utilizando anticuerpos monoclonales
sirigidos contra las proteinas de neutralizacién viral. En el pre-
ssnte trabajo, las diferencias en los patrones de competencia
=ntre los anticuerpos monoclonales, permitieron ubicarlos en
arupos de reactividad, reciproco y no reciproco dentro de cada
serotipo. Las competencias reciprocas se establecen entre an-
fcuerpos que se unen a epitopes idénticos o muy proximos so-
sre la proteina de neutralizacién. Las competencias no reci-
orocas se establecen entre anticuerpos que reconocen epito-
pes espacialmente cercanos. Para los anticuerpos contra los
serotipos G3 y G5 el grupo de reactividad reciproca esta for-
mado por 1C10 y 7D2. El grupo de reactividad no reciproca
esta formado por 1C3 que compite en una sola via con 1C10 y
7D2. Estos resultados permiten definir al menos un epitope co-
mUn compartido por la proteina VP7 de cepas porcinas de los

2| os titulos de EC estan expresados como el promedio del reciproco de la mayor
ucion de suero que da un valor de D.O 492 menor o igual al 50% del promedio del control sin competidor.

3No determinado.

serotipos G3 y G5 [6]. En el caso de los anticuerpos contra
G11, el grupo de reactividad reciproca esta formado por 6E10
y 8D10 y la reactividad no reciproca se establecié para 5E6
que compite en una sola via con 8D10. Estos resultados per-
miten definir al menos un dominio antigénico exclusivo para la
VP7 G11 [5]. El anticuerpo monoclonal 4B2 forma un grupo de
reactividad nico, ya que solo compite con el mismo, lo cual es
compatible con el hecho de estar dirigido contra un epitope lo-
calizado en el segmento VP8* de la proteina VP4 P9 [14, 18].

Los resultados con sueros hiperinmunes de conejos,
mostraron que la respuesta inmunitaria que se desarrolla por
exposiciones repetidas a un antigeno tnico es serotipo especi-
fico y corroboran la presencia de un epitope comun sobre las
VP7 G3y G5 y de un dominio exclusivo para G11 por ensayos
in vivo.

Los datos de competencia para los lechones mostraron
que, en las dos primeras semanas los animales observan anti-
cuerpos séricos que compiten contra los monoclonales dirigi-
dos a las VP7 G3, G5, G11 y VP8* P9, indicando que los epi-
topes reconocidos por los monoclonales son inmunogénicos
en situaciones de infeccién natural. Ademas, el hecho de que
la mayoria de los animales presenten niveles elevados de anti-
cuerpos, se interpreta como un reflejo de la inmunidad mater-
na. Se observé que a partir de la tercera y hasta la octava se-
mana, el numero de animales con anticuerpos competidores
es bastante reducido, asi como los titulos de anticuerpos, lo
que sugiere en primer lugar, que los anticuerpos maternos son
catabolizados y que anticuerpos similares a los utilizados en
los ensayos de competencia estén comenzando a producirse
como consecuencia de infeccién activa [8, 10]. El mayor nivel
de respuesta contra el serotipo G11, observado en lechones
de 3 semanas, puede deberse a que en el momento de la
toma de la muestra estuvieran cursando una infeccién activa
por cepas de ese serotipo. En algunos casos los sueros de le-
chones presentaron titulos neutralizantes elevados sin que
exista competencia alguna, pudiendo interpretarse como una
menor afinidad de los anticuerpos por los epitopes definidos -
por los monoclonales o que estos anticuerpos no contribuyen
con el fenémeno de neutralizacién viral, como ha sido reporta-
do para otros virus [2].
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