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Introduccién: La acuacultura es la técnica que
permite aumentar la produccion de organismos
acuaticos para consumo humano, controlando tanto
condiciones ambientales como propias de los
organismos (1), un problema dentro de la acuacultura
es la necrosis pancredtica infecciosa (IPN), una
enfermedad viral tipica en salménidos (2). La
importancia de la proteina VP2 del IPNV radica en su
localizacion, ya que se encuentra en la parte externa
del virus y estimula la produccién de anticuerpos
neutralizantes de tipo especifico (4). A partir de las
investigaciones de Milstein y Kohler ha habido un gran
interés en la produccién de anticuerpos, ya que
pueden abrir nuevas posibilidades en el diagnéstico
médico y quimico (5). En el estado de Chihuahua la
industria acuicola sufre pérdidas econémicas debido a
que la enfermedad no se detecta a tiempo en los
peces, es por ello la importancia de producir
anticuerpos contra la proteina VP2 vya que en la
actualidad no existen dichos anticuerpos. El objetivo
del trabajo fue obtener hibridomas que secreten
anticuerpos monoclonales contra la proteina rvVP2.

Metodologia: Se utilizaron ratones de 4-8 semanas de
edad, manipulados bajo la NOM-062-ZO0O-1999,
inmunizados via i.e con 20 ug de rVP2 obtenida en
trabajos previos (No. Acceso AY026348) y se evaluo la
presencia de anticuerpos contra el antigeno inyectado
mediante la técnica de dot-blot. Para realizar la fusion
celular (5) se utilizé la linea de mieloma P3X63-Ag8-
653 y las células del bazo de ratones inmunizados con
rVP2, en una proporcién 2:1. Se seleccionaron los
hibridomas productores de anticuerpos anti rVP2 por
dot-blot y posteriormente los hibridomas candidatos
fueron clonados 3 veces por el método de dilucién
limitante. Los anticuerpos fueron clasificados por
medio de antinmunoglobulinas (SIGMA) vy la
purificacion del anticuerpo se llevé a cabo mediante
columna de agarosa con proteina A.

Resultados: Se obtuvieron 12 clonas de hibridomas
con secrecion estable de anticuerpos anti rVP2
(Figura 1). Se eligieron y caracterizaron 6 anticuerpos
monoclonales contra la proteina rVP2 los cuales fueron
llamados G8 IgG1, E8 IgG2b, C10 I1gG3, D4 IgG1, H6
IgG2a y C11 1gG2a. Los anticuerpos se purificaron por
medio de columna con proteina A utilizando SDS-

PAGE bajo condiciones reductoras, en donde se
identificaron las cadenas correspondientes del
anticuerpo obteniéndose una banda de 50 kDa, la cual
corresponde a las cadenas pesadas y otra banda de
25 kDa la cual representa las cadenas ligeras del
anticuerpo (Figura 2).

Figura 1: Tamizaje de hibridomas por dot blot después de la
clonacién por dilucién limitante.
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Figura 2: Purificacion de anticuerpos. SDS-PAGE al 15% tefiido con
azul de coomassie. Carril 1 MPM, carril 2-5 fracciones de Ac purificadas

Conclusiones: Se obtuvieron hibridomas que secretan
anticuerpos monoclonales contra la proteina rVP2 del
IPNV a partir de la fusion celular entre el mieloma
P3X63-Ag8-653 y células de bazo de ratén.
Los anticuerpos caracterizados vy previamente
purificados se utilizaran en estudios posteriores a fin
de obtener una prueba de diagndstico rapida y asi
detectar el virus de la necrosis pancreatica infecciosa a
tiempo y evitar las pérdidas econémicas en la industria
acuicola.
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