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Resumen. 

 

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) ha representado por más de 

medio siglo pérdidas económicas importantes en el ganado bovino. El diagnóstico 

contribuye en la toma de decisiones para poder implementar medidas adecuadas 

de prevención y/o control. El aislamiento viral, métodos serológicos y los ensayos 

de neutralización de la infectividad, son ampliamente usados para la detección de 

la infección por VDVB. Sin embargo, las técnicas para el diagnóstico son caras 

debido a su complicada elaboración. 

Con la finalidad de identificar mimótopos de epítopes del VDVB, se 

utilizaron dos bibliotecas de phage display Ph.D.-7 y Ph.D.-C7C, con las que se 

realizaron 5 rondas de bioselección utilizando como blanco anticuerpos 

policlonales contra el virus de referencia VDVB (NADL). Se seleccionaron 10 

clonas al azar de cada ronda a partir de la 3ª bioselección y se analizaron con 

suero de conejo inmunizado y no inmunizado para evaluar su especificidad por 

medio de ensayos de ELISA. Obtuvimos 2 clonas reactivas de la biblioteca Ph.D.-

7 (lineal) y 14 clonas reactivas de la biblioteca Ph.D.-C7C (cíclica), cuya densidad 

óptica fue notablemente mayor a la del control negativo (M13). Las clonas 

reactivas se secuenciaron y analizaron, se obtuvieron dos secuencias de 

aminoácidos, “VNKDGEY”, y “SNIFAQM”, que al realizar el alineamiento 

mostraron una homología similar a una región de la glicoproteína E2 del VDVB. 

Sin embargo, no se pueden utilizar a los fagos expresando a estos mimotopos 

debido a los anticuerpos naturales que poseen los bovinos ante los fagos, no 

obstante estos mimotopos pueden utilizarse para estudios posteriores. 

Palabras clave: Diagnóstico DVB, E2, diarrea viral bovina, pestivirus, 
Phage Display, mimotopos, biblioteca de péptidos, ELISA. 
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Abstract. 

The virus of bovine viral diarrhea (BVDV) it represents significant economic 

losses in cattle. The diagnosis helps in decisions to implement appropriate 

measures to prevent and control. Viral isolation and serological methods, assays of 

neutralization infectivity, are widely used for the detection of BVDV infection. 

However, diagnostic techniques are expensive due to the complicated elaboration. 

In order to identify mimotopes of the epitopes of BVDV, we used two phage 

display libraries Ph.D.-7 and Ph.D.-C7C, with which were performed five rounds of 

biopanning using as target, polyclonal antibodies against BVDV (NADL). We select 

10 random clones, from each round starting from the 3rd biopanning and were 

analyze using rabbit serum immunized and not immunized, to assess their 

specificity by ELISA.  

We obtained 2 reactive clones from Ph.D.-7 library (linear) and 14 reactive 

clones of Ph.D.-C7C library (cyclic), the optical density was significantly higher 

than the negative control (M13). The reactive clones were sequenced and 

analyzed, resulting in two amino acid sequences, "VNKDGEY" and "SNIFAQM", 

the alignment showed similarity to a region of glycoprotein E2 of BVDV. However, 

we cannot use the phage expressing these mimotopes, since normal cattle serum 

contained antibodies against M13 phage, nevertheless these mimotopes can be 

used for further studies. 

Keywords: Diagnosis, BVDV, E2, bovine viral diarrhea virus, pestivirus, 
mimotopos, Phage Display, ELISA. 
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1. Introducción. 
 

El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) ha representado por más de 

medio siglo pérdidas económicas importantes en la industria de ganado bovino de 

leche y carne, así como en otras poblaciones de rumiantes alrededor del mundo 

(Pogranichniy et al., 2011). La prevalencia de especies y subgenotipos varía 

según la región geográfica  (Ridpath, 2010).  Sin embargo, la infección tiende a ser 

endémica en muchas poblaciones, alcanzando niveles del 1-2% de ganado 

persistentemente infectado (PI) y 60-85% de seropositividad. Las pérdidas 

económicas se estiman dependiendo del estado inmune de la población y de la 

patogenicidad de la cepa del virus. Una cepa de baja virulencia tiene una 

incidencia de infección aguda del 34% y una pérdida de US$20 millones, mientras 

que una cepa altamente virulenta la incidencia es del 65% y pérdidas económicas 

de hasta US$57 millones (Houe, 1999).  

En México, las enfermedades que causan abortos en el ganado producen 

pérdidas económicas importantes. Los registros que tenemos en el país de 

seropositividad contra el VDVB van del 63-71% en producciones lecheras y 

cárnicas (Suzan et al., 1983).  

A pesar de los intensivos programas de control a nivel mundial, la incidencia 

del VDVB se mantiene alta, en parte, debido a la capacidad del virus para causar 

infecciones persistentes (Leyh et al., 2011).  

El diagnóstico del agente etiológico viral contribuye en la toma de 

decisiones para poder implementar medidas adecuadas de prevención y/o control. 

El aislamiento viral y los ensayos de neutralización de la infectividad, son 

ampliamente usados para la detección de la infección por VDVB, sin embargo; 

para la determinación de la infección persistente se recomiendan otros métodos 

como ELISA, RT-PCR e inmunohistoquímica de las biopsias de piel.  

Si bien existen métodos de diagnóstico comerciales basados en la técnica 

de ELISA para VDVB, es importante señalar que se ha demostrado gran 
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variabilidad genética y antigénica entre diferentes cepas del virus (Vilcek et al., 

2004). En el estudio realizado por Meléndez et. al. 2010 (Meléndez Soto et al., 

2010), se utilizó un ensayo de ELISA (SVANOVIR® BVDV-Ab) para la detección 

de anticuerpos contra el VDVB, el cual no menciona el antígeno que se utiliza para 

la sensibilización de las placas. Conocer el antígeno utilizado en estas pruebas es 

de gran importancia, debido a la gran variabilidad entre las cepas del VDVB de 

diferentes regiones que podría afectar los resultados de la investigación. Así 

mismo es el caso de los hatos en los que se aplican vacunas contra los virus del 

complejo respiratorio, en los cuales se desconocen los valores de protección 

otorgados por estas vacunas, por lo que consideramos importante implementar 

técnicas adecuadas para la identificación del VDVB.  

En México, en el diario oficial de la Secretaria de Agricultura, Ganadería, 

Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación (SAGARPA), se encuentra al VDVB en el 

Artículo 4º, en el cual se engloban aquellas enfermedades presentes en territorio 

nacional consideradas como enzoóticas, de notificación mensual obligatoria. La 

Oficina Internacional de Epizootias (OIE) incluyó al VDVB en la lista de 

enfermedades de notificación obligatoria en mayo del 2005. Así mismo, en la 

norma para el proceso zoosanitario del semen de animales domésticos (NOM-

027-ZOO-1995), se solicita como requisito un análisis que determine que el 

producto esté libre del VDVB.  

Las técnicas para el diagnóstico de VDVB son necesarias, sin embargo, 

tienen un costo elevado debido a su complicada elaboración y en México la 

mayoría son importadas. En la actualidad, los bacteriófagos son una alternativa 

para el desarrollo de métodos de diagnóstico debido a su potencial uso como 

antibacterianos, sistema de despliegue en fago (Ph.D.) y como medios para 

seleccionar vacunas. La técnica de Phage Display descrita en 1990 por Scott and 

Smith (Scott and Smith, 1990), permite la expresión de moléculas de interés, como 

péptidos o proteínas, expresándolas como proteínas de fusión al extremo 

carboxilo o amino terminal de una proteína presente en la superficie de un 

bacteriófago, los bacteriófagos más utilizados son los fagos filamentosos (M13) 
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que infectan cepas de E.coli que presenten el pilus sexual (F’), la cual puede 

producir altos títulos del fago (1012-1013UFP/ml). Además, los fagos tienen un 

genoma de ADN de cadena sencilla fácil de manipular y tolera la inserción de 

fragmentos muy largos de ADN exógenos (Castel et al., 2011). El despliegue de 

moléculas en la superficie de un fago filamentoso es una metodología para la 

selección de péptidos y proteínas por su capacidad de unión, incluyendo 

anticuerpos (Tikunova and Morozova, 2009).  

 

2. Generalidades 
 

2.1 Virus de la Diarrea Viral Bovina.  

El VDVB es un virus envuelto cuyo genoma está compuesto por ARN en 

sentido positivo de alrededor de 12.3 kb, pertenece a la familia Flaviviridae. El 

genoma viral codifica para un polipéptido (NH2- Npro-C, Erns, E1, E2, p7, NS2, 

NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B-COOH) de alrededor de 4.000 aminoácidos, la 

cual se procesa por las proteasas virales y celulares en 4 proteínas estructurales 

(C, Erns, E1, E2) y en 6 proteínas no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, 

NS5A y NS5B). De acuerdo la capacidad para causar efectos citopáticos (ECP) en 

cultivos celulares, las cepas del VDVB se pueden clasificar en citopáticas (CP) y 

no-citopáticas (NCP) (Agapov et al., 2004).  

Con base en las secuencias de la región 5’ no traducida (NTR) y el gen 

Npro las cepas del VDVB se clasifican en los genotipos 1 y 2 (Avalos-Ramirez et 

al., 2001; Evermann and Ridpath, 2002). Cada genotipo del VDVB se divide en 

subgrupos, en la actualidad se han reportado 11 subgenotipos para el VDVB-1 y 2 

para el VDVB-2 (Vilcek et al., 2005).  
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2.2 Glicoproteína E2 del VDVB.  

Dentro de las glicoproteínas de envoltura, la E2 es una proteína 

inmunodominante en los pestivirus e induce la producción de anticuerpos 

neutralizantes, así también una de las principales funciones de esta glicoproteína 

es actuar como ligando del receptor celular, por lo que facilita la unión y entrada 

del virus a la célula (Pande et al., 2005). 

La glicoproteína E2 se encuentra en la superficie exterior del virión, es una 

proteína transmembranal tipo I con una región N-terminal y una ɑ-hélice en el 

carboxilo terminal anclada a la membrana, E2 es una molécula dimérica que 

contiene cuatro dominios DA, DB, DC y DD, dispuestos linealmente del extremo N- 

al C- terminal. Los dominios DA y DB (residuos 4-87 y 88-164) son los más 

distales de la envoltura viral y es probable que sean los más expuestos en la 

superficie del virus, el dominio DD es el más conservado entre los pestivirus, los 

dímeros están covalentemente estabilizados por un puente disulfuro, compuesto 

por un bucle extendido que une al dominio DC a la β-horquilla (Figura 1) (El Omari 

et al., 2013).  Su papel en la unión celular es corroborado por el hecho de que E2 

determina el tropismo celular del virus (Liang et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Representación esquemática de la estructura del cristal, mostrando los cuatro 

dominios DA, DB, DC y DD.  A) Representación de la estructura del cristal a pH8.  B) Estructura 

lineal de la gE2 del VDVB. Modificado de (El Omari et al., 2013). 
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2.3 Patogenia.  

La patogénesis de la enfermedad causada por VDVB es compleja y se 

presenta tanto de forma aguda (infección respiratoria y abortiva), así como de 

forma de infección persistente (Autio et al., 2007; Svensson et al., 2006). La 

infección persistente (PI) se presenta como resultado de una infección fetal entre 

los días 28-125 de la gestación, por la infección con un virus NCP. En este tipo de 

infección el virus se elimina durante toda la vida del animal. También se ha 

demostrado que el VDVB tiene un efecto de inmunosupresor, que predispone a los 

animales enfermos a la infección por otros microorganismos, por lo que es 

aconsejable retirarlo del hato (Evermann and Ridpath, 2002; Fray et al., 2000). En 

animales adultos, las infecciones crónicas conducen debilitación y disminuyen el 

rendimiento de los animales, lo que los conduce al sacrificio (Ackermann et al., 

2010). 

La forma fatal de VDVB llamada enfermedad de las mucosas, solo ocurre 

en animales previamente infectados con el biotipo NCP y que son reinfectados con 

un biotipo CP (Ammari et al., 2010).  

 

2.4 Epidemiología.  

El VDVB es de distribución mundial (Ridpath, 2010). La prevalencia varía 

alrededor del mundo: el VDVB-2 representa alrededor del 50% de los aislados en 

Norte América, mientras que el VDVB-1 domina en Europa con más del 90%. La 

presencia de VDVB-2 se ha reportado en Alemania, Bélgica, Francia, Países 

Bajos, Austria, Eslovaquia, Italia y el Reino Unido, pero no se encuentra en 

Suecia, Noruega, España, Eslovenia y Dinamarca (Lindberg et al., 2006).   

En Estados Unidos de Norte América, se reporta que el VDVB-1 es el virus 

más comúnmente aislado (Ahn et al., 2005; Tajima and Dubovi, 2005), aunque un 

estudio reportó que en el noroeste de EUA el VDVB-2 fue el más común 

(Evermann and Ridpath, 2002).  
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En México no existen reportes acerca de la caracterización genotípica de 

los virus circulantes, solo existen estudios sobre seropositividad contra el VDVB y 

van del 63-71% (Suzan et al., 1983). Para el estado de Yucatán se reportó una 

seropositividad del 14% en bovinos de carne (Solis-Calderon et al., 2005).  

En un estudio realizado en el estado de Aguascalientes se demostró que el 

VDVB se encuentra entre las enfermedades virales abortivas presentes en México 

y debido a la alta seroprevalencia encontrada (89.1%) indica que la enfermedad es 

endémica en la región (Meléndez Soto et al., 2010).  

La distribución de los biotipos y genotipos con su presentación clínica es de 

gran importancia no solo para el control sino para el entendimiento de la 

enfermedad de VDVB, pero también es de utilidad para elegir antígenos para el 

desarrollo de técnicas de diagnóstico y vacunas (Ahn et al., 2005). 

 

2.5 Phage Display. 

Los bacteriófagos son abundantes entidades en el planeta. Estos virus 

bacterianos contienen material genético ya sea ADN o ARN, encapsidado por 

varias proteínas de envoltura. Los bacteriófagos han contribuido en el campo de la 

biología molecular y biotecnología. 

La tecnología de Phage Display se ha convertido en una poderosa 

herramienta para identificar ligandos para anticuerpos. Se ha demostrado que del 

tamizado de librerías de fagos con anticuerpos, se pueden obtener mimotopos que 

mimeticen epítopos lineales o discontinuos del antígeno (Gevorkian et al., 1998). 

Tomó varios años en apreciar el potencial de esta técnica, pero el número de 

publicaciones relacionadas a su uso y versatilidad se ha incrementado, tales como 

el mapeo de epítopes, el aislamiento de proteínas con alta afinidad, ingeniería de 

proteínas y el descubrimiento de fármacos (Castel et al., 2011). 

Esta técnica se ha utilizado exitosamente  para seleccionar mimotopos de 

patógenos virales como Hepatitis B (HBV), Hepatitis C (HCV), inmunodeficiencia 
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humana (HIV), Puumala hantavirus (PUU), Sarampión (MV), y Sincitial 

Respiratorio (RSV) (Kalaycioglu et al., 2007).  

Además de su utilización para la detección y aislamiento de péptidos 

altamente específicos con afinidad a proteínas blanco, estos péptidos pueden ser 

utilizados para el diseño de drogas, como reactivos para entender el 

reconocimiento molecular, también como agentes terapéuticos inhibiendo la 

interacción receptor-ligando o actuando como agonista, además se pueden 

emplear para la detección de patógenos y agentes considerados como potencial 

amenaza al medio ambiente (Haq et al., 2012). 

Los péptidos que se desean desplegar en fagos M13 se pueden fusionar a 

cualquier proteína de superficie, pero las más utilizadas son las proteínas pIII y 

pVIII (Castel et al., 2011).  

La técnica de PhD puede ser utilizada para obtener fagos que presenten 

péptidos antigénicos específicos en su superficie. La biblioteca de péptidos puede 

ser tamizada al antisuero específico para detectar nuevos antígenos y mimotopos 

(péptidos que mimetizan las propiedades antigénicas y estructuras secundarias de 

una proteína, carbohidrato o lípido) (Figura 2) (Haq et al., 2012).  

El diagnóstico más utilizado para la DVB es serológico, pero este requiere 

ya sea de proteínas recombinantes o el virus completo, y personal altamente 

calificado así como instalaciones y equipo adecuado.  

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema del sistema de Phage Display modificado (Matsubara, 2012).  
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3. Justificación. 

La infección por el VDVB tiene un impacto económico importante debido a 

las pérdidas económicas productivas, reproductivas y a que se presenta tanto de 

forma aguda como persistente, por lo que el diagnóstico es de gran importancia 

para su control y erradicación (Ammari et al., 2010; Ridpath, 2010). 

Sin embargo, las técnicas actuales para el diagnóstico del VDVB, tales 

como técnicas moleculares, serológicas y aislamientos virales, son costosas 

debido a su complicada elaboración. En la actualidad se han buscado alternativas, 

una de ellas es el uso de bacteriófagos para utilizarlos como sistema de 

despliegue. Esta técnica se puede utilizar para seleccionar mimotopos, que nos 

permitan la implementación de un diagnóstico del VDVB efectivo y económico sin 

la necesidad de replicar el virus en líneas celulares en el laboratorio. 

 

 

4. Hipótesis. 

La técnica de Phage Display permitirá seleccionar epítopos/mimotopos 

específicos del virus de la Diarrea Viral Bovina.  
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5. Objetivos 

 

5.1 General.  

Identificar péptidos específicos para el virus de la Diarrea Viral Bovina 

por medio de la técnica de Phage Display. 

 

5.2 Experimentales 

• Obtener sueros hiperinmunes. 

•  Identificar péptidos específicos al suero hiperinmune mediante 

rondas de selección con las bibliotecas Ph.D.-7TM y Ph.D.-C7CTM . 

• Analizar la reactividad de las clonas mediante pruebas de ELISA. 

• Seleccionar las clonas reactivas para su secuenciación.  

• Examinar la reactividad de las clonas seleccionadas con sueros 

de bovinos positivos y negativos a DVB. 
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6. Materiales y Métodos. 

 

6.1 Propagación del virus de referencia y precipitación con 
polietilenglicol. 

Se propagó el virus de referencia ATCC de Diarrea Viral Bovina en células 

MDBK crecidas con medio para cultivo celular. Una vez que se observó el ECP en 

las células infectadas, se recuperaron y se lisaron por sonicación durante 10 min a 

40KHz (Bransonic™ Ultrasonic Cleaners Model 5510), para permitir la completa 

liberación del virus. Posteriormente se centrifugó a 3,000 rpm a 4°C por 15 min 

(Sorvall Legen march 1.6R rotor Cat. No. 75002006). Se recuperaron 6 ml del 

sobrenadante y se almacenaron a -80°C. Para recuperar los virus del volumen 

restante, se adicionó PEG 8% y se dejó en agitación toda la noche a 4°C. Pasado 

el tiempo, se centrifugó a 10,300 rpm durante 2 hrs a 4°C y la pastilla se 

resuspendió en solución amortiguadora TNE. Finalmente los virus fueron 

dializados 3 veces (membrana MVCO: 12-14,000 kDa) en PBS y se almacenaron 

a -80°C hasta su utilización. 

 

6.2 Purificación por gradiente.  

Los virus se purificaron por gradiente discontinuo de sacarosa (30, 45 y 

60%) en solución TN. En tubos Beckman (XL90 ultracentrifuge SW40 Ti Rotor) se 

preparó el gradiente de sacarosa y se agregó el virus. Se centrifugó a 23,000 rpm 

(OptimaTMXPN-90k RPM ultracentrifuge Beckman Coulter) a 4°C durante 3 hrs. 

Terminado el tiempo se observó una banda, la cual se recolectó en otro tubo y se 

volvió a centrifugar, esta vez a 20,000 rpm durante 1hr a 4°C. Se retiró el 

sobrenadante y se resuspendió la pastilla con 200 µl de solución TN.  

Posteriormente se tituló el virus purificado por medio del método de Reed 

Müench (Duignan et al., 1994). 
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6.3 Obtención de sueros hiperinmunes.  

Los sueros hiperinmunes se adquirieron por la donación de la QFB. Elvia 

Lazo García, los cuales se obtuvieron de conejos Nueva Zelanda inmunizados con 

el VDVB purificado por gradiente. 

 

6.4 Titulación de los sueros hiperinmunes. 

Se sensibilizó una placa de ELISA (Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 well 

solid plates) con VDVB a un título de 105 DICC50%/ml en PBS y se dejó toda la 

noche a 4°C. Al siguiente día se realizaron 4 lavados con 250 µl de PBS Tween al 

0.2%,  después se agregaron 200 µl de solución de bloqueo y se dejó incubar 1 hr 

a 37°C. Pasado el tiempo de incubación se realizaron 4 lavados con 250 µl de 

PBS Tween al 0.2%. Después se agregaron (por duplicado) los sueros  

hiperinmunes en diluciones seriadas 2X comenzando con la primer dilución 1:200 

en PBS+leche2%+tritón y se incubó 1 hr a 37°C. Se realizaron 4 lavados con 250 

µl de PBS Tween al 0.2%, se adicionaron 100 µl de anti-conejo peroxidado a una 

concentración de 1/10,000 en PBS/leche/tritón y se incubó por 1 hr a 37°C. 

Después se realizaron lavados con 250 µl de PBS Tween al 0.2% a cada pozo 4 

veces. Posteriormente se agregó el sustrato TMB (100 µl) a todos los pozos  y se 

realizó su lectura cada 5 min en un lector de ELISA a 650nm (Figura 3).  

 

Figura 3. Formato utilizado para la titulación de los sueros hiperinmunes. 
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6.5 Bioselecciones. 

Las bioselecciones se realizaron siguiendo las indicaciones del manual 

Ph.D.TM Phage Display Libraries/Instruction Manual New England Bio Labs (Kay et 

al., 1996). En 4 pozos de una placa de ELISA (Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 well 

solid plates) se inmovilizó el anti-conejo hecho en cabra en solución de carbonatos 

(100 µl) durante toda la noche a 4°C. Después se hicieron lavados con TBST 

(TBS+0.1%Tween-20 v/v). Después se bloqueó con 200 µl de solución de bloqueo 

por 1hr a 4◦C. Se hicieron lavados con TBST (6 veces). Se agregaron 100 µl del 

suero de conejo anti-VDVB diluido en solución de carbonatos (1:300) y se incubó 

1hr a 37°C. Se realizaron 6 lavados con TBST. Se adicionaron las bibliotecas de 

fagos (Ph.D. 7 y C7C, BioLabs® Inc., New England), en base al manual Ph.D.TM 

Phage Display Libraries/Instruction Manual New England Bio Labs con título de 

2x1013ufp en TBST (1:200) y se agregaron 100 µl a cada pozo e incubaron 1 hr a 

temperatura ambiente. Pasado el tiempo se hicieron lavados a los pozos con 

TBST (10 veces).  

Para la elución de los fagos se agregaron 100 µl de Glicina-HCl 0.2 M (pH 

2.2) y se incubó por 15 min a temperatura ambiente. El eluido se recuperó y se 

pasó a un tubo con Tris-HCl 1 M pH 9.1 (por cada 100 µl de eluido se adicionaron 

15 µl de Tris-HCl). Una vez obtenido el eluido se procedió a su titulación. Se 

prepararon diluciones seriadas 1:1000 del eluido en caldo LB. Una fracción de 

estas diluciones se mezclaron con 200 µl de un cultivo de la bacteria E. coli 2738 

en fase exponencial y se permitió la infección por 5 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente se agregaron 4 ml de Top Agar atemperado de 50-55°C, se 

mezcló  y se pasó el contenido sobre una placa de agar LB. Se dejó solidificar y se 

incubaron a 37°C durante 24hrs.  

Una vez obtenido el título del eluido, para amplificar los fagos se tomaron 

350 µl y se pusieron en un matraz con 50ml de LB y se adicionaron 500 µl de 

E.coli 2738, y se incubaron en agitación a 37°C durante 4.5 horas. Terminado el 

tiempo se separaron las células centrifugando a 3,000 rpm por 15 min. El 

sobrenadante se recuperó y se agregó 1/6 del volumen de PEG/NaCl se mezcló y 
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se dejó precipitando a 4°C al menos 2 hr, preferentemente toda la noche. Al día 

siguiente se centrifugó a 10,000 rpm por 15 min a 4°C, se desechó el 

sobrenadante y la pastilla se resuspendió en TBS (1 ml) Después se centrifugó a 

14,000 rpm durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se recuperó y se realizó una 

segunda precipitación con el mismo procedimiento. Ambos sedimentos fueron 

resuspendidos en 200 µl de TBS y los fagos fueron titulados como se describió 

antes. 

 

6.6 Selección y amplificación de clonas.  

De las últimas tres rondas de bioselección (3, 4 y 5), se seleccionaron al 

azar 10 clonas de cada biblioteca (Ph.D. 7, y Ph.D. C7C BioLabs® Inc., New 

England). Cada clona fue amplificada, purificada y titulada como se describió 

previamente. 

  

6.7 Ensayos de unión.  

Las pruebas de ELISA se realizaron con cada una de las clonas 

seleccionadas. Se sensibilizó una placa de ELISA (Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 

well solid plates) con 100 µl del suero anti-conejo diluido en solución de 

carbonatos (1:400) y se incubó toda la noche a 4°C. Al siguiente día se realizaron 

4 lavados con PBS Tween al 0.2%, después se agregaron 300 µl de solución de 

bloqueo y se dejó incubar 1 hr a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de 

incubación se hicieron 4 lavados con PBS Tween al 0.2%. Posteriormente se 

agregaron 100 µl del suero de conejo anti-VDVB y un suero de conejo negativo al 

virus (NEG Gonzalo) en PBS/leche 2%/tritón 0.2% (1:300), se incubó 1 hr a 37°C. 

Se realizaron 4 lavados con PBS Tween al 0.2%. Después (por duplicado) se 

agregaron las clonas amplificadas en PBS+leche 2%+tritón 0.2% (1:8) y se 

incubaron toda la noche a 4°C. Al día siguiente se realizaron 4 lavados con PBS 

Tween 0.2%. Posteriormente se adicionaron 100 µl del anticuerpo anti-M13 



 
 

21  
 

conjugado en PBS/leche2%/tritón 0.2% (1:5,000), se incubó 1 hr a 37°C (Figura 4). 

Se realizaron 4 lavados con PBS Tween 0.2%. Posteriormente se agregó el 

sustrato TMB (100 µl) a todos los pozos y se realizó su lectura cada 5 min en un 

lector de ELISA a 650nm.  

 

Figura 4. Formato utilizado para los ensayos de unión. 

 

6.8 ELISA para seleccionar sueros de bovinos negativos y 
positivos al virus de referencia.  

Se sensibilizó una placa de ELISA (Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 well solid 

plates) con VDVB a una concentración 105 en PBS y se dejó toda la noche a 4 °C. 

Al siguiente día se realizaron 4 lavados con 250 µl PBS Tween al 0.2%. Después 

se agregaron 200 µl de solución de bloqueo y se dejó incubar 1 hr a 37°C. Pasado 

el tiempo de incubación se realizaron 4 lavados con 250 µl PBS Tween al 0.2%. 

Después se agregaron (por duplicado) 9 sueros de bovino de distintas regiones 

(dos sueros de bovino procedentes del CEDISACH-Chihuahua negativos a VDVB 

por una ELISA comercial, 4 sueros del centro de la FMVZ CEPIPSA Topilejo, 

donde se han tenido casos positivos por aislamiento y ELISA al VDVB y los sueros 

de conejo positivo y negativo al VDVB), en diluciones dobles seriadas 

comenzando con la primer dilución 1:200 en PBS+leche 2%+tritón 0.2% y se 

incubó 1 hr a 37°C. Se realizaron 4 lavados con 250 µl de PBS Tween al 0.2%. Se 
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adicionaron 100 µl de anti-Bovino marcado (1/10,000) en PBS/leche/tritón y se 

incubó 1 hr a 37°C, después se realizaron 4 lavados con 250 µl de PBS Tween al 

0.2%. Posteriormente se agregó el sustrato TMB (100 µl) a todos los pozos y se 

realizó una lectura cada 5 minutos en un lector de ELISA a 650nm (Figura 5). 

 

Figura 5. Formato utilizado para probar los sueros de bovino con virus de referencia.  

 

6.9 Ensayos de ELISA para probar clonas seleccionadas 
con sueros de bovino negativo y positivo al virus de 
referencia.  

Se sensibilizó una placa de ELISA (Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 well solid 

plates) con anti-M13 sin marcar (1:5000) en solución de carbonatos, se dejó toda 

la noche a 4°C. Al día siguiente se realizaron 4 lavados con 250 µl de PBS Tween 

al 0.2%, después se agregaron 200 µl de solución de bloqueo y se dejó incubar 1 

hr a 37°C. Pasado el tiempo se realizaron 4 lavados con 250 µl PBS Tween al 

0.2%. Después se agregaron 100 µl (por cuadriplicado) de las clonas reactivas a 

una concentración de 1:10 en PBS/leche 2%/tritón y se incubó toda la noche a 

4°C. Después se realizaron 4 lavados con 250 µl de PBS Tween al 0.2%, y se 

adicionaron 100 µl de los sueros de bovino negativo y positivo respectivamente, 

incubando 1 hr a 37°C. Posteriormente se realizaron 4 lavados con PBS Tween al 

0.2%, y se agregó el anti-Bovino marcado (1/5,000) en PBS/leche 2%/tritón 0.2% y 

se incubó 1 hr a 37°C. Después se realizaron 4 lavados con 250 µl PBS Tween al 

0.2%. Posteriormente se agregó el sustrato TMB (100 µl) a todos los pozos y se 

realizó una lectura cada 5 minutos en un lector de ELISA a 650nm. También se 
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realizaron dos formatos más de la misma manera del anterior pero con la 

excepción de que en uno se sensibilizó con el suero de bovino directamente, para 

después exponer las clonas y revisar la reactividad con un anticuerpo Anti M13 

conjugado y en el otro formato se sensibilizó con las clonas reactivas para 

después exponer a los sueros de bovino y revelar con un anticuerpo Anti bovino 

conjugado (Figura 6).  

 

  

Figura 6. Formatos utilizados para probar clonas con sueros de bovino negativo y positivo. 

 

6.10 Secuenciación del ADN de los bacteriófagos.  

Se realizó la extracción de ADN siguiendo las indicaciones del manual de 

Phage Display con algunas modificaciones (Kay et al., 1996), se suspendió con 

150 µl la pastilla de fago (previamente amplificado y purificado) con solución de 

Ioduro y se agitó vigorosamente, después se agregaron 500 µl de alcohol 

absoluto, se mezcló y se dejó incubar 10 min a temperatura ambiente. Terminado 

el tiempo se centrifugó a la máxima velocidad (Microcentrifuge Thermo Fisher 

Heraeus Fresco 17 Cat. No. 75002421) durante 10 min, se descartó el 

sobrenadante al vacío y se agregaron 500 µl de alcohol al 70% y se centrifugó 10 

min a la máxima velocidad,  después se secó al vacío y se dejó secar 

completamente en una campana de flujo laminar durante aproximadamente 30 

min, posteriormente se resuspendió la pastilla en 20 µl de H2O. El producto 
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obtenido se corrió en un gel de agarosa para electroforesis al 1%, para observar la 

integridad de la extracción de ADN de cadena sencilla del bacteriófago y se 

determinó la concentración en el espectrofotómetro Epoch BiotekTM. 

Determinada la concentración se enviaron las clonas para su secuenciación 

en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, Unidad de Secuenciación, UNAM, 

con el primer para secuenciación -96 gIII (5’-HOCCC TCA TAG TTA GCG TAA CG-

3’). Una vez obtenidos los resultados de  las secuencias se realizó su análisis 

mediante los programas Bio-Edit, Clone Manager y Multalin version 5.4.1.  

 

6.11 Pruebas de reactividad y sinergia. 

Una vez obtenidas las secuencias de las clonas reactivas se realizaron 

pruebas de ELISA cubriendo la placa con diluciones de los fagos para observar a 

que dilución obtenemos una mejor densidad óptica sin saturar la reacción, así 

mismo se realizó una mezcla de las dos clonas con las secuencias de interés, la 

clona 4C3 de la biblioteca con péptidos lineales (Ph.D.TM-7) y de la 3C10 de la 

biblioteca flanqueada por cisteínas (Ph.D.TM-C7C) para probar si existía sinergia 

entre ellas y mejora la reactividad con el suero hiperinmune de conejo y disminuye 

la reacción con el suero de conejo negativo.   
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7. Resultados.  

7.1 Virus de referencia VDVB.  

Al propagar el virus de referencia VDVB cepa NADL, obtuvimos un título de 

109 DICC50%/ml, una vez purificado por gradiente de sacarosa obtuvimos un título 

de 106.5DICC50%/ml.  

 

7.2 Sueros Hiperinmunes. 

Los sueros hiperinmunes de 3 conejos donados por la QFB. Elvia Lazo 

García (Departamento de Microbiología e Inmunología de la FMVZ, UNAM), se 

probaron y titularon por medio de ELISA con el virus de referencia VDVB NADL, el 

título obtenido fue de 1:1600, al mismo tiempo se probaron dos sueros de conejo 

inoculados con adyuvante únicamente como controles negativos (Neg 250609 y 

Neg Gonzalo) (Figura 7).  

 

Figura 7. Ensayo de ELISA para la titulación de sueros hiperinmunes. Se  inmovilizó el 

virus y se probaron varias diluciones de los sueros de conejo, positivos y negativos al VDVB.  
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7.3 Bioselecciones. 

Las bibliotecas de Phage Display, son fagos (M13) utilizados como vectores 

modificados en su genoma para que despliegen péptidos de fusión en la proteína 

pIII, sin afectar su infectividad ya que esta proteína modula la infectividad del fago 

ya que se une al pilus sexual (F’) de la célula bacteriana, el fago expresa 5 copias 

de esta proteína y cada copia puede transportar los péptidos desplegados. Todas 

las librerías tienen una complejidad de 109 clonas independientes, lo que nos 

permite codificar casi todas las posibles combinaciones de 7 nucleótidos. Para 

realizar las rondas de bioselección se utilizó como antígeno de captura el suero de 

conejo hiperinmune número 3 inoculado con VDVB NADL, (Se eligió este suero 

debido a que de este nos proporcionaron mayor cantidad). Se realizaron 5 rondas 

de selección de las bibliotecas Ph.D.TM-7, y Ph.D.TM-C7C (BioLabs® Inc., New 

England) al final de cada ronda de bioselección se realizó la titulación 

correspondiente. El aumento en el título de los fagos eluidos nos indica el aumento 

en la especificidad de los péptidos que estamos obteniendo (Cuadro 1). 

Cuadro 1. Título de fagos de salida durante la selección contra 

anticuerpos de VDVB (suero hiperinmune) con librerías 

comerciales. 

Ronda de 

Bioselección 

Número de fagos eluidos (UFP) 

Ph.D.-7
TM

 Ph.D.-C7C
TM

 

1 1.5 x 10
5
 1.5 x 10

5
 

2 2.3 x 10
5 

1.36 x 10
7 

3 7.8 x 10
6 

6.80 x 10
7 

4 8.4 x 10
7 

7.20 x 10
7 

5 1.02 x 10
10 

5.40 x 10
7 

*UFP= Unidades formadoras de placa. 
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7.4 Ensayos de unión.  

Se seleccionaron 10 clonas al azar de cada ronda a partir de la 3ª 

bioselección. Estas clonas fueron retadas con suero de conejo inmunizado y no 

inmunizado para evaluar su especificidad por medio de pruebas de ELISA. En la 

selección de la biblioteca Ph.D.-7 obtuvimos dos clonas reactivas, una de la 4a 

ronda y otra de la 5a ronda (clona 4C3 y 5C4) (Figura 8). En la selección de la 

biblioteca Ph.D.-C7C, la cual despliega péptidos flanqueados por cisteínas 

dándole una conformación de bucle unidos por puentes disulfuro, obtuvimos 

reactividad en 5 clonas de la 3a ronda, 8 de la 4a ronda y 9 de la 5a ronda (clona 

3C1, 3C3, 3C7, 3C9, 3C10, 4C6, 4C7, 4C8, 5C2, 5C3, 5C5, 5C6, 5C7, 5C8) 

(Figura 9). Como control negativo se utilizó el fago M13 silvestre, el cual fue retado 

con los sueros utilizados y en ambos casos la densidad óptica observada se 

mantuvo por debajo de las clonas que consideramos como positivas. (Figuras 8 y 

9). 

Figura 8. Ensayo de ELISA para determinar la unión con la Biblioteca Ph.D.TM-7, se 

utilizaron como blanco los sueros de conejo negativo y positivo al VDVB, y se probaron las clonas 

obtenidas en las bioselecciones.  
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Figura 9. Ensayo de ELISA para determinar la unión con la Biblioteca Ph.D.TM -C7C y 

suero de conejo positivo y negativo al VDVB. Se seleccionaron 14 clonas (clona 3C1, 3C3, 3C7, 

3C9, 3C10, 4C6, 4C7, 4C8, 5C2, 5C3, 5C5, 5C6, 5C7, 5C8). 

 

7.5 Análisis de las clonas secuenciadas.  

Se seleccionaron las clonas más reactivas de cada biblioteca para su 

secuenciación. El criterio de selección fue debido a su alta densidad óptica y 

reproducibilidad en los ensayos de ELISA, seleccionando así 2 clonas de la 

biblioteca Ph.D-7TM (Clonas 4C3 y 5C4) y 14 de la biblioteca Ph.D.-C7CTM (clonas 

3C1, 3C3, 3C7, 3C9, 3C10, 4C6, 4C7, 4C8, 5C2, 5C3, 5C5, 5C6, 5C7, 5C8). 

Adicionalmente se decidió secuenciar dos clonas no reactivas en el ensayo de 

unión como controles negativos, una clona de cada biblioteca.  

De las secuencias obtenidas de la biblioteca Ph.D.-C7CTM, se observó que 

la secuencia de los péptidos desplegados por las clonas fueron idénticas 

(“VNKDGEY”). En el caso de las secuencias obtenidas de la biblioteca Ph.D.-7TM , 

donde obtuvimos dos clonas reactivas, se observó en la clona 4C3 una secuencia 

de aminoácidos “SNIFAQM” y en la clona 5C4 la secuencia “KNISITR”. Ninguna 
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de las dos secuencias de las clonas negativas estuvo relacionada con las positivas 

(Figura 10).  

 

 

Figura 10. Resultados de la secuenciación. Señalados en rojo y en verde está el último 

aminoácido de los sitios de restricción, en color gris los aminoácidos antes y después de la 

secuencia de interés dependiendo de la biblioteca utilizada y al centro en  negritas se encuentran 

los 7 aminoácidos insertados. 
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Al realizar un alineamiento de las secuencias obtenidas con la base de 

datos del GenBank, encontramos similitudes con la glicoproteína E2 del VDVB 

(Cuadro 2 y Figura 11). La figura 11B muestra el esquema de la gE2, en donde 

observamos que los mimotopos seleccionados en la región DA y DB.  

Cuadro 2. Análisis de las secuencias obtenidas. 
Clona de 

Fago Biblioteca Aminoácidos 
a) 

DVB 1 GenBank: 
JQ418634.1 

DVB 2 GenBank 
U18059.1 

3C1, 3C3, 
3C7, 3C9, 
3C10, 4C7, 
4C8, 5C2, 
5C3, 5C5, 
5C7, 5C8, 
5C6, 4C6 

Ph.D.- 
C7CTM VNKDGEY 

Bovine viral diarrhea 
virus 1 structural 
glycoprotein E2 

protein gene 

Bovine viral diarrhea virus 
2 isolate, Border disease 

virus strain C413 

4C3 Ph.D.-7TM NIFAQMG 
Bovine viral diarrhea 
virus 1 E2 gene for 

structural glycoprotein 
E2 

Bovine viral diarrhea virus 
2 isolate, Classical swine 
fever virus strain 85-12A, 

Border disease virus 
strain C413 

a) Los aminoácidos conservados con VDVB-I y VDVB-II en los péptidos 

seleccionados se muestran en rojo. 

 

Figura 11. Alineamiento de las secuencias de los péptidos seleccionados. A) Alineamiento de las 
clonas reactivas 4C3 y 3C10 con la secuencia de la glicoproteína E2 del VDVB y B) 

Representación esquemática del sitio donde se encuentran los mimotopos seleccionados. 
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7.6 Pruebas de reactividad y sinergia.  

Una vez obtenidos los resultados de las secuencias de las clonas, 

decidimos trabajar con el fago 4C3 de la biblioteca Ph.D.-7, y el fago 3C10 como 

representativo de la biblioteca Ph.D.-C7C. Se realizaron varias diluciones de los 

fagos y fueron fijados en placas de ELISA, posteriormente estos fueron detectados 

con suero de conejo inmune y no inmune al VDVB (1:300). Observamos una 

mayor especificidad con el fago 4C3, ya que este no era reconocido en ninguna 

condición por el suero no inmune, mientras que con el suero inmune se observó 

una disminución de la señal dependiente de la dilución. La clona 3C10 sí fue 

reconocida por el suero no inmune, sin embargo; la señal fue disminuyendo con 

las diluciones del fago, mientras que la señal del suero inmune permaneció 

constante. El mismo efecto se observó al mezclar ambas clonas, vemos que con 

cada dilución nuestro suero positivo logra mantenerse y bajamos la reactividad del 

negativo (Figura 12).  

 Figura 12. Ensayo de ELISA para determinar la reactividad de las clonas 4C3 y 3C10 en 

diferentes diluciones. Utilizando como blanco los sueros de conejo y una mezcla de ambas (Pool 

3C10/4C3).  
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Para corroborar nuestros resultados se realizó un ensayo probando dos 

diluciones distintas de cada clona, de la clona 4C3 se eligió la dilución 1:100 y de 

la clona 3C10 la dilución 1:6400, que son las condiciones en donde observamos 

mayor reactividad en el suero positivo y menor en el suero negativo. Se probaron 

las clonas individualmente y en combinación y observamos que no se encuentra 

un efecto sinérgico, ni aditivo (Figura 13). 

 

Figura 13. Ensayo de ELISA para determinar el efecto de sinergia usando las clonas 4C3 y 

3C10 en condiciones óptimas. Se usaron como blanco los sueros de conejo y se realizó una 

mezcla de 4C3 y de 3C10.  

 

7.7 ELISA para seleccionar sueros de bovinos 
negativos y positivos al virus de referencia.  

Con la finalidad de seleccionar sueros de bovino negativos y positivos al 

VDVB se realizó un ensayo de ELISA con el virus de referencia con sueros 

previamente analizados mediante una ELISA comercial (IDEXX). De los 9 sueros 

de bovino, los que nos interesaron fueron: el suero de bovino del centro de 

CEPIPSA con el número de identificación 3361, el cual tuvo una lectura de 

densidad óptica de 0.809 en la dilución 1:200, que debido a su estabilidad y 
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reactividad se escogió como control positivo de suero de bovino para los ensayos 

posteriores de ELISA, y el suero 12 del CEDISACH Chihuahua del cual obtuvimos 

una densidad óptica de 0.084, como control negativo de bovino (Figura 14).  

Figura 14. Ensayo de ELISA con el virus de referencia VDVB, para seleccionar sueros de bovino 

negativos (CEDISACH-Chihuahua) y positivos (FMVZ CEPIPSA Topilejo), adicionalmente se 

usaron los sueros de conejo positivo y negativo al VDVB como referencia.  

 

7.8 ELISA para probar clonas seleccionadas con sueros 
de bovino negativo y positivo al virus de referencia.  

Al realizar las pruebas de unión por medio de distintos formatos de  ELISA 

para evaluar las clonas con mayor reactividad con los sueros de bovino, 

observamos que la señal obtenida es mayor o igual que con el fago M13 silvestre. 

También se analizaron clonas que fueron negativas a la prueba de unión al suero 

de conejo hiperinmune, esto nos indica que los sueros de bovino poseen de 

manera natural reactividad contra el fago M13 (Figura 15, 16 y 17).  
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Figura 15. Ensayo de ELISA con suero positivo y negativo de bovino, sensibilizando con 

anti-M13, probando clonas reactivas y clonas negativas, así como un fago silvestre. 

Figura 16. Ensayo de ELISA sensibilizando con los sueros positivo y negativo de bovino, 

probando las clonas negativas y positivas en las bioselecciones así como un fago silvestre. 
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Figura 17. Ensayo de ELISA con los sueros positivo y negativo de bovino sensibilizando 

con los fagos positivos y negativos en las bioselecciones así como un fago silvestre. 
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8. Discusión. 

El virus de la diarrea viral bovina ha representado por más de medio siglo 

pérdidas económicas importantes en la industria de ganado bovino de leche y 

carne, así como en otras poblaciones de rumiantes alrededor del mundo 

(Pogranichniy et al., 2011). La prevalencia de especies, subgenotipos y variantes 

antigénicas varía según la región geográfica  (Ridpath, 2010), lo que complica el 

dignóstico serológico, diversos estudios se han realizado con la finalidad de 

desarrollar técnicas con una alta sensibilidad y especificiad, sin embargo algunos 

son costos, ya sea por el uso de anticuerpos monoclonales, la obtención de 

antígenos recombinantes o el trabajar con aislados virales.  

El objetivo de nuestro trabajo fue buscar mimotopos para el virus de la 

VDVB, mediante la técnica de Phage Display, lo cual nos evita el crecimiento del 

virus, así como la disminución de los costos para un laboratorio de diagnóstico o 

inclusive la producción de vacunas.  

En nuestro trabajo la selección de fagos en la biblioteca de peptidos 

flanqueados por cisteínas resultó más específica, es decir, solo obtuvimos una 

secuencia, en repetidas ocasiones y en  diferentes clonas “VNKDGEY” (3C10), 

mientras que en la biblioteca de 7 aminoácidos lineal, obtuvimos dos clonas 

diferentes altamente reactivas con diferente secuencia, 4C3 “NIFAQMG” y 5C4 

“KNISITR”. La clona 5C4 se consideró inespecífica debido a que mostró una alta 

reactividad tanto en sueros de conejo positivo y negativo a VDVB (Fig. 8). 

Las clonas altamente reactivas (3C10 “VNKDGEY” y 4C3 “NIFAQMG”) se 

compararon con secuencias de aminoácidos de los dos genotipos virales (VDVB 1 

y 2), observamos homología con regiones que se encuentran en glicoproteína 

estructural E2 del virus, la cual se considera las más inmunogénicas. E2 es una 

glicoproteína estructural que se encuentra  en la envoltura del virión, y que tiene 
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una función muy importante en la unión con los receptores de la superficie celular, 

se sabe que su principal ligando es el CD46 presente en diversos ungulados, 

también participa en la fusión de membrana, el ensamblaje del virus y maduración 

de los viriones. Durante el ensamblaje del virus se forman homodímeros E2 

tempranos, mientras que los heterodímeros de E1-E2 se forman más tarde 

después de la liberación de E1 en el retículo endoplásmico (El Omari et al., 2013). 

Ésta glicoproteína  consiste de 444 aminoácidos, un ectodominio N terminal y un C 

terminal, en éste último se encuentran 30 aminoácidos que funcionan como 

anclaje (Donofrio et al., 2006). Ésta proteína es genética y antigénicamente 

variable (Kalaycioglu et al., 2012), el contar con mimótopos de sitios antigénicos 

de esta proteína que puedan ser utilizados para el diagnóstico provee una 

herramienta muy útil. 

Cabe señalar que la glicoproteína E2 induce la producción de anticuerpos 

neutralizantes (Donofrio et al., 2006; Van Rijn et al., 1997), se ha demostrado que 

el dominio N terminal es el más inmunogénico y posee epítopes variables que 

pueden ser usados para estudiar la diversidad molecular y serológica de los virus 

de VDVB.  

Omari K. et al 2013, reportó la estructura del cristal correspondiente a la 

región N terminal de la glicoproteína E2, en donde es posible localizar 4 regiones 

estructuralmente importantes, la región DA (AA 1-87), DB (AA 88-164), DC (AA 

165-271) y DD (AA 272-333), los mimotopos obtendios de las clonas 4C3 y 3C10 

tienen homología con las regiones DA y DB respectivamente, por lo que 

consideramos que nuestros resultados pueden funcionar como mimótopos de 

sitios antigénicos y poder ser utilizados en el desarrollo de un sistema de ELISA. 

En la búsqueda de alineamientos en el Gene Bank, también observamos 

cierta homología con regiones conservadas de otros pestivirus, en el caso de la 

3C10 de la biblioteca flanqueada por cisteínas con el virus de enfermedad de las 

fronteras y en la biblioteca lineal 4C3 con el virus de fiebre porcina clásica, por lo 
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que para verificar la especificidad de nuestros mimotopos es necesario 

enfrentarlos con sueros positivos y negativos a estos dos virus. 

Cuando se probaron las clonas 4C3 y 3C10 para verificar su reactividad con 

sueros de bovino negativos y positivos al VDVB, pudimos observar reactividad en 

algunos casos con sueros negativos y con el fago M13 silvestre (Figuras, 15, 16 y 

17), para comprobar si este efecto era real, se utilizaron varios formatos de 

ensayos de ELISA (Figura 6), obteniendo los mismos resultados. Una posible 

explicación es que el suero de bovino contiene naturalmente anticuerpos contra el 

fago M13. Por lo que, consideramos que es necesario sintetizar los péptidos  y de 

esta manera se podrían utilizar como antígenos en una prueba de ELISA, 

eliminando de esta manera reacciones inespecíficas. Como se ha utilizado en 

Fiebre Porcina Clásica (Batonick et al., 2013). 

Con la finalidad de tomar una decisión en cuanto a la síntesis de los 

péptidos probamos una mezcla de ellos (4C3 y 3C10), que podría resultar en un 

efecto sinérgico o aditivo. Para lo cual se realizaron ensayos de ELISA usando 

una mezcla de las clonas (Figura 13), en los cuales observamos que no se 

encontró un efecto sinérgico ni aditivo, la clona 3C10 es más reactiva sin mostrar 

un aumento o disminución.  

Consideramos que los péptidos que reportamos se pueden utilizar para una 

prueba diagnóstica para identificar si existen anticuerpos contra el virus del VDBV 

en sueros de bovino. Un posible uso adicional es en el desarrollo de vacunas 

específicas. 
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9. Conclusión. 

Mediante la técnica de Phage Display se seleccionaron péptidos específicos 

al VDVB por medio de sueros hiperinmunes de conejos inoculados con la cepa 

NADL. Al analizar la reactividad de las clonas y su secuencia, obtuvimos 2 clonas 

de interés, que mostraron una alta reactividad y homologia similar a una región de 

la gE2 del virus. 

Consideramos que los péptidos que reportamos se pueden utilizar para una 

prueba diagnóstica para identificar si existen anticuerpos contra el virus del VDBV 

en sueros de bovino, sin embargo no se pueden utilizar a los fagos expresando a 

estos mimotopos debido a los anticuerpos naturales que poseen los bovinos ante 

los fagos, no obstante estos mimotopos pueden utilizarse para estudios 

posteriores. 

Por lo que se puede concluir que el uso de phage display permite la 

identificación de epítopos/mimotopos específicos para el virus de la diarrea viral 

bovina.  
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10. Perspectivas. 

 Se mandarán sintetizar cada péptido por triplicado incluyendo tres glicinas 

después de cada secuencia y como sugerencia en el manual de Phage Display 

adicionar una cola de lisinas en el carboxilo terminal (Batonick et al., 2013), esto 

para aumentar la solubilidad del péptido durante la síntesis (Cuadro 3).  

Una vez obtenidos los péptidos para confirmar su habilidad para unirse a 

los anticuerpos contra el VDVB, se deberá realizar una prueba de ELISA, 

cubriendo con cada péptido sintetizado para evaluar su reactividad con el suero de 

conejo positivo y negativo al VDVB. Para después probar con los sueros de bovino 

positivo y negativo y evaluar si se puede utilizar como prueba diagnóstica. Así 

como, verificar su especificidad mediante el uso de sueros positivos y negativos  a 

los virus de fiebre porcina clásica y enfermedad de las fronteras. 

Así mismo otro uso que podemos hacer de estos péptidos sintetizados es 

inocularlos en ratones, para evaluar si estos producen anticuerpos contra el virus y 

realmente comprobar que mimetizan epítopos del virus. 

 

 

Cuadro 3. Secuencia de los péptidos seleccionados. 
Nombre del péptido Secuencia del péptido 

3C10 ACVNKDGEYCGGGACVNKDGEYCGGGACVNKDGEYCGKKK 

4C3 NIFAQMGGGGNIFAQMGGGGNIFAQMGGKKK 
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Anexo A. Abreviaturas. 

1. ADN: Ácido desoxirribonucleico. 

2. ARN: Ácido ribonucleico. 

3. ATCC: Por sus siglas en inglés American Type Culture Collection. 

4. CP: Citopático. 

5. DMEM: Por sus siglas en inglés; Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium. 

6. DICC: Dosis infectantes en cultivo celular. 

7. ECP: Efecto citopático. 

8. g: gramos. 

9. HRP: Peroxidasa de rábano.  

10. Kb: kilobase. 

11. Lt: Litros. 

12. MDBK: Línea celular de epitelio de riñón de bovino.  

13. ml: mililitro. 

14. NCP: No citopático. 

15. Ph.D: Phage Display. 

16. rpm: Revoluciones por minuto. 

17. TMB: 3,3’,5,5;-Tetramethylbenzidine. 

18. UFP: Unidades Formadoras de Placa.  

19. VDVB: Virus de la Diarrea Viral Bovina. 
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Anexo B.  Reactivos. 

 Virus de referencia ATCC de Diarrea Viral Bovina cepa NADL (Catálogo 

No. VR-1422). 

 Células Madin-Darby bovine kidney (MDBK CCL-22). 

 Anti-conejo sin conjugar (Goat anti-Rabbit IgG Fc fragment unconjugated 

Pierce® Product 31216). 

 Anti-Conejo conjugado (Goat anti-Rabbit Sigma-Aldrich anti-rabbit IgG 

(Whole molecule)-peroxidase antibody). 

 Anti-fago M13 conjugado (Mouse anti M13 [HRP] (gpVIII) monoclonal 

conjugado. GE Healthcare 27-9421-01.  

 Anti-bovino sin conjugar (Rabbit anti-bovine IgG, Fc (unconjugated) 

Novus Biologicals NBP1 – 72769. 

 Anti-bovino conjugado (Rabbit anti-bovine IgG, Fc [HRP] polyclonal 

Novus Biologicals NBPI – 73581. 

 Anti- fago M13 sin conjugar (Rabbit anti M13 bacteriófago unconjugated, 

phage coat proteins of fd phage. Polyclonal. Novus Biologicals NB 100-

1633. 

 Polietinelglicol (PEG 8000, Sigma-Aldrich, P5413, St. Louis, USA). 

 Tween 20 (Polyoxyethylene-20, Biotech, CAS#9005-64-5).  

 TMB Single Solution (Ready-to-use) Life Technologies, Cat. 00-2023. 

 Leche descremada (Skim Milk, DIFCO, Cat. 232100). 

 TMB solución simple cromógeno para ELISA (TMB Single Solution, Life 

Technologies, Cat.2023). 
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Anexo C. Medios y Soluciones. 

Medio para cultivo celular 

 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium Cellgro Cat. No. 50-003-PB)  

 Suero fetal equino (Cat. No. H1270 Sigma) 

Se prepara el medio DMEM con agua destilada y se adiciona el 10% de suero 

equino, se ajusta el pH de 7.2 - 7.4 para después esterilizarse por filtración con 

membrana de 0.22µm y se resguarda en obscuridad a 4°C. 

 
Medio Mínimo 1Lt 10x  

 Na2HPO4  60g   

 Na2HPO47H2O 128g 

 KH2PO4 30g     

 NaCl  5g     

 NH4Cl  10g. 

 Glucosa 0.2% v/v. 

 Glucosa 400µl al 20% 

 Ajustar pH a 7.4 con NaOH. 

 Agregar Tiamina al 1% (20µl a cada caja). 

 Mg2SO4 1M (40µl a cada caja). 

 
Medio LB 1Lt 

 Bacto Triptona 10g 

 Extracto de Levadura 5g 

 NaCl (cloruro de Sodio) 5g 

Autoclavear y guardar a Temperatura Ambiente. 
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Agar LB 

 Al medio LB agregar 15gr de agar bacteriológico.  

 Autoclavear y guardar a Temperatura Ambiente. 

 
IPTG/Xgal Stock 

 IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactoside) 1.25g. 

 Xgal (5-Bromo-4-chloro-3inodyl-β-D-galactoside) 1g. 

 Mezclar en 25ml de DMF (dimethyl formamide). 

 Guardar a -20◦C. 

 
Placas LB/IPTG/Xgal  

 Medio LB  1Lt. 

 Agar   15g. 

Autoclavear y enfriar a  >70◦C y agregar 1ml IPTG/Xgal Stock por litro y plaquear, 

guardar a 4◦C en obscuridad. 

 
TOP Agar  

 Bacto Triptona 10g 

 Extracto de levadura  5g 

 NaCl 5g 

 Agar bacteriológico  7g 

 

Solución de Bloqueo para bioselecciones  

 NaHCO3  0.1 M (pH 8.6) 

 Leche descremada 5%  

 Esterilizar por filtrado y guardar a 4◦C 



 
 

45  
 

Solución de Bloqueo para ELISA 

 PBS 

 Leche descremada 2%  

Mezclar y utilizar en el momento. 

 

TBS 

 Tris-HCl 50 mM (pH 7.5). 

 NaCl 150 mM. 

Autoclavear, guardar a temperatura ambiente. 

 
PEG/NaCl 

 Polyethylene glicol-8000 (w/v) 20%. 

 NaCl 2.5 M. 

Autoclave, mezclar bien y combinar las capas mientras este tibio. Guardar a 

temperatura ambiente.  

 

Solución de carbonatos  

 0.1M NaHCO3 pH8.6 

 
Solución TN  

 Tris-HCl 50 mM. 

 NaCl 0.1 M 

 pH 7.5 
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Solución TNE 

 Tris-HCl 50mM pH 7.5 

 NaCl 0.1M 

 EDTA 10mM 

 

PBS 1 Lt  

 NaCl   8gr 

 KCl   0.2gr 

 Na2HPO4  0.96gr 

 KH2PO4 0.2gr 

Aforar a 1Lt pH 7.4 esterilizar autoclave.  

 

Solución de Ioduro  

 Tris-HCl 10mM (pH 8.0) 

 Ioduro de Sodio (NaI) 4M 

 EDTA 1mM  

Mezclar y conservar a temperatura ambiente en la obscuridad.  
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Lista de figuras. 

Figura 1. Representación esquemática de la estructura del cristal mostrando 

los cuatro dominios DA, DB, DC y DD.  

Figura 2. Esquema del sistema de Phage Display. 

Figura 3. Formato utilizado para la titulación de los sueros hiperinmunes. 

Figura 4. Formato utilizado para los ensayos de unión. 

Figura.5..Formato utilizado para probar sueros de bovino con virus de 

referencia. 

Figura.6..Formatos utilizados para probar clonas con sueros de bovino negativo y 

positivo. 

Figura.7..Ensayo de ELISA para la titulación de sueros hiperinmunes de 

conejo. 

Figura 8..Ensayo de ELISA para la determinar la unión con la Biblioteca 

Ph.D.TM-7. 

Figura 9. Ensayo de ELISA para la determinar la unión con la Biblioteca 

Ph.D.TM-C7C. 

Figura 10. Resultados de la secuenciación.  

Figura...11..Alineamiento de las clonas reactivas 4C3 y 3C10 con la 

glicoproteína E2. 

Figura 12..Ensayo de ELISA para determinar la reactividad en diferentes 

diluciones y sinergia. 

Figura 13. Ensayo de ELISA para determinar el efecto de sinergia. 
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Figura.14..Ensayo de ELISA con el virus DVB NADL para seleccionar 

sueros de bovino. 

Figura 15. Ensayo de ELISA sensibilizando con M13.  

Figura.16..Ensayo de ELISA sensibilizando con los sueros de bovino. 

Figura 17..Ensayo de ELISA sensibilizando con fagos.  
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Cuadro 2. Análisis de las secuencias obtenidas. 

Cuadro 3. Secuencia de los péptidos seleccionados. 
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