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Resumen

La diarrea epidémica porcina es una enfermedad viral entérica altamente
contagiosa y mortal que afecta a los cerdos al rededor del mundo. En México, los
primeros reportes de la enfermedad se hicieron en Julio del 2013 ante la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE). Diversas técnicas han sido
desarrolladas para el diagnostico de esta enfermedad, entre ellas la técnica de
ELISA utilizando placas sensibilizadas con el virus de la diarrea epidémica porcina
(VDEP) o alguna proteina recombinante del virus. Sin embargo, ambas opciones
se caracterizan por ser complejas y tener altos costos de produccién. En este
proyecto se buscé estandarizar una técnica de ELISA para el diagnéstico de esta
enfermedad utilizando virus completo obtenido en cultivos celulares y mimotopos
seleccionados mediante el despliegue en fagos. La seleccién de péptidos por
despliegue en fagos es un procedimiento sencillo y de bajo costo que permite
identificar epitopos de interés al seleccionar bacteriéfagos que expresan péptidos
con secuencias aleatorias fusionados a proteinas de la capside viral; por ejemplo,
en la proteina plll cuando se utiliza en fago filamentoso M13. Realizamos una
seleccién de fago-péptidos utilizando como blanco de seleccién un suero de
conejo inmunizado con el VDEP. EIl andlisis de la secuencia de los péptidos
desplegados en los fagos seleccionados mostré que pueden funcionar como
mimétopos del VDEP. Sin embargo, aun falta verificar si es posible utilizar
péptidos sintéticos diseflados a partir de la secuencia obtenida de los fago-
péptidos en una técnica de ELISA para su potencial uso diagnadstico.

Adicionalmente se logré estandarizar una técnica de ELISA utilizando una cepa



del VDEP circulante en el pais, que sera de gran utilidad en el diagndstico de esta

enfermedad.

Palabras clave: VDEP, despliegue en fagos, ELISA, mimotopos.

Abstract

Porcine epidemic diarrhea is a highly contagious and fatal enteric viral disease that
affects pigs worldwide. In Mexico, the first report of the disease was made in July
2013 to the World Organization for Animal Health (OIE). Several techniques have
been developed for the diagnosis of this disease, including the ELISA technique,
which uses the porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) or any recombinant viral
protein fixed on immunoplates. However, both options are characterized by being
complex and have high production costs. The aim of this project was to set up an
ELISA technique for diagnosis using mimotopes obtained by phage-display.
Phage-display system is a simple and low cost methodology that allows identifying
of epitopes by selection of bacteriophages that express randomized peptides fused
to any protein of the viral capsid, e.g. plll protein when M13 phage are used. We
carried out the selection of phage-peptides by using rabbit serum anti-PEDV as
target. Sequencing analysis showed that the isolated peptides could serve as
mimotopes of the PEDV, therefore further studies must be carry out, such as
designing of synthetic peptides from the sequence obtained by phage-display in
order to set up a ELISA technique for diagnosis. Additionally, an ELISA technique
was standardized by using as antigen the PEDV isolated from the country, which

will be very useful for diagnosis of this disease.

Key words: PEDV, phage display, ELISA, mimotopes.
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Siglas y abreviaturas

DEP: diarrea epidémica porcina.

VGET: virus de la gastroenteritis transmisible

VDEP: virus de la diarrea epidémica porcina

OIE: Organizacion Mundial de Sanidad Animal

ORF: marco de lectura abierto

RNA: acido desoxirribonucleico

kDa: Kilodaltons
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DMEM: medio minimo esencial de Eagle modificado por Dulbecco
PBS: solucion amortiguadora de fosfatos salinos
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DICC50%: dosis infectivas en cultivo celular al 50%

TMB: tetrametilbencidina

PEG: polietilenglicol

NaCl: cloruro de sodio

Ufp: unidades formadoras de placas

UNAM: Universidad Nacional Autébnoma de México



I. Introduccién
1.1. Antecedentes

La diarrea epidémica porcina (DEP) es una enfermedad entérica de los cerdos
altamente contagiosa y mortal. El primer reporte de DEP ocurri6 en el afio de 1971
en Reino Unido, pero fue hasta 1978 que se descubrié que el agente causal de la
enfermedad era un coronavirus diferente al Virus de la Gastroenteritis
Transmisible del cerdo (VGET). Durante la década de los setentas, DEP se
extendio por el continente Europeo afectando principalmente a cerdos lactantes,
pero a partir de 1990 solo se presentaron brotes aislados, convirtiéndose en una
enfermedad rara en este continente, por lo que no se desarroll6 una vacuna. A
partir del 2006 se presentaron brotes epidémicos en Italia, Alemania y otros paises
europeos productores porcinos (Huang et al., 2013, Jung and Saif, 2015).

En Asia DEP fue reportada desde 1973. En 1974 se desarrollaron vacunas
inactivadas y atenuadas que han sido usadas principalmente en China. DEP se
volvi6 endémica en este pais y no hubo reporte de brotes a gran escala hasta
Octubre del 2010, afio en el cual ocurrieron casos severos que provocaron
grandes pérdidas economicas. A pesar de la existencia y el uso de vacunas, la
mortalidad en cerdos neonatales fue del 50 al 100%, indicando la aparicién de
variantes virales del Virus de la Diarrea Epidémica Porcina (VDEP), agente causal
de la DEP, altamente virulentas. En Corea del Sur, DEP se reporta desde 1992.
De 2003 al 2013 los brotes se controlaron con una vacuna oral de una cepa
atenuada en cultivo celular (DR13). En Japén han existido casos de DEP desde
1980. Sin embargo, el uso de una vacuna elaborada con una cepa atenuada en
1997 permiti6 que se dejaran de presentar casos desde 2006. En 2013 Japo6n
confirmd un brote de DEP ante la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE)
después de siete afios de ausencia de la enfermedad en ese pais. En agosto del
2014 Taiwan reportd 34 granjas positivas a DEP en las regiones del centro y sur
del pais (Chang et al., 2017, Lin et al., 2016).

En Ameérica, en abril del 2013 se reporta el primer caso de DEP en granjas de
Estados Unidos, para 2015 la DEP se habia extendido a 36 estados de este pais.

En el primer afio murieron siete millones de cerdos victimas de la DEP provocando



grandes pérdidas en la industria porcina de este pais (Davies, 2015, Stevenson et
al., 2013). En México los primeros reportes se hicieron en julio del 2013 y para
2014 la enfermedad fue reportada en 17 de los 32 estados del pais ante la OIE y a

la fecha siguen existiendo brotes de la enfermedad (Trujillo-Ortega et al., 2016).
1.2. Virus de la diarrea epidémica porcina

El VDEP pertenece al orden Nidovirales, familia Coronaviridae y al género
Alfacoronavirus. Es un virus envuelto con un genoma que consta de una cadena
sencilla de RNA en sentido positivo de aproximadamente 28 kb de longitud,
compuesto por siete marcos de lectura abierto (ORFs por sus siglas en ingles). El
primer ORF (dividido en el ORFla y ORF1b) codifica para proteinas no
estructurales que participan en la replicacion y transcripcion del genoma viral. El
resto de los marcos de lectura codifican para cuatro proteinas estructurales y una
proteina accesoria y se encuentran en el genoma en el siguiente orden: proteina
spike (S) proteina accesoria (ORF3), proteina de la envoltura (E), proteina de la

membrana (M) y la proteina de la nucleocapside (N) (Figura 1) (Lin et al., 2016).
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Figura 1. Representacion esquematica de la organizacion del genoma del VDEP
asi como del virion (Lee, 2015).




La proteina S participa en el reconocimiento y union al receptor celular, ademas de
intervenir en la fusibon de membranas para la entrada viral. En esta proteina se
encuentran los principales sitios antigénicos para la union de anticuerpos
neutralizantes. La proteina M participa en el ensamblaje viral. La proteina N se
une al RNA viral para formar la nucleocapside ademas de participar en la
transcripcion y replicacion del genoma (Sun et al., 2015).

Basados en los analisis filogenéticos de la proteina S, las variantes virales del
VDEP pueden ser divididos en dos genotipos, el genogrupo 1 con cepas clasicas o
de baja patogenicidad, y el genogrupo 2, con cepas epidémicas o pandémicas de
alta patogenicidad. Estos genogrupos son antigénicamente y genéticamente
distintos. Alrededor del mundo se han encontrado cepas del VDEP que presentan
inserciones y deleciones en la regién N-terminal de la proteina S, llamadas cepas
S INDEL y aunque la secuencia de la proteina S es parecida a las cepas clasicas
(cepas que aparecieron antes del 2010), el resto de la secuencia genética de
estos virus es similar a los de las cepas virulentas (cepas aparecidas después del
2010), por lo que filogenéticamente se agrupan con estas (Sun et al., 2015, Jarvis
et al., 2016). Aunque estas cepas con 92% de homologia presentan grandes
diferencias genéticas, se ha demostrado que pueden ser reconocidas por
anticuerpos dirigidos hacia las cepas virulentas o de reciente aparicion, ya que

conservan homologia entre los epitopos neutralizantes (Chen et al., 2016).
1.3. Patogénesis

La principal via de transmision del virus es la ruta fecal-oral. Las heces, el vomito,
el alimento contaminado y fémites, tales como los camiones de transporte
contaminados con heces, pueden servir como fuente de trasmision del VDEP.
También se ha demostrado que este virus se puede propagar por aerosoles y
algunos estudios demuestran que animales adultos infectados con el VDEP
pueden servir como reservorios al no presentar signos de la enfermedad (Huang
et al., 2013, Jung and Saif, 2015).

El VDEP puede infectar cerdos de cualquier edad, los signos clinicos se
caracterizan por diarrea y vomito, acompafiados por anorexia y depresion. La

morbilidad es del 100% en cerdos lactantes pero puede variar en cerdos adultos.
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El periodo de incubacién es de dos dias pero puede ser de hasta ocho dias. La
eliminacién fecal del virus puede ser detectada desde las primeras 48 horas que
comenzaron los signos clinicos y durar hasta cuatro semanas. La severidad de la
enfermedad esta relacionada con la edad del cerdo. La infeccion del VDEP en
cerdos de una semana de edad provoca diarrea severa y vomito por cuatro dias
seguida por deshidratacion que conlleva a la muerte. En promedio la mortalidad es
del 50% pero puede alcanzar el 100% en cerdos menores de 3 dias (Jung and
Saif, 2015, Lee, 2015).

Las lesiones se localizan principalmente en intestino delgado, donde se observa
adelgazamiento de las paredes intestinales con contenido amarillo acuoso. En el
estbmago podemos encontrar coagulos de leche y los linfonodos mesentéricos se
hallan edematosos. La deshidratacion es facilmente detectable por ojos sumidos y
la perdida de la elasticidad de la piel. Microscépicamente, las lesiones se
caracterizan por acortamiento y fusion de las vellosidades intestinales, asi como
infiltracion de linfocitos en la lamina propia. En los animales el VDEP se replica en
los enterocitos, estas células expresan en la porcion apical una proteina
transmembranal tipo Il, la aminopeptidasa N o CD13. Esta molécula funciona
como receptor para el virus y es reconocida por la glicoproteina S viral (Huan et
al., 2015, Belouzard et al., 2012, Li et al., 2007). La glicoproteina S es una
glicoproteina de fusion clase | de aproximadamente 180 a 200 kDa que se
encuentra en la envoltura viral formado un homotrimero, esta se sintetiza como un
precursor SO que debe ser procesado en dos subunidades S1 y S2 que
permanecen unidas por puentes disulfuro, el procesamiento proteolitico es
esencial para la entrada del virus a la célula. La subunidad S1 se localiza en el
extremo N-terminal y la S2 en el extremo C—terminal de la proteina, la porcién S1
contiene el dominio de unién al receptor mientras que la subunidad S2 es
responsable de la actividad fusogénica, pues contiene el péptido de fusion. La
actividad fusogénica es indispensable para la entrada del virus a la célula
hospedera al permitir la fusion de la membrana viral con la membrana celular (o
con la membrana del endosoma) (Shirato et al., 2011, Spaan et al., 1988, Sturman
et al., 1985, Bosch et al., 2003). La fusiébn de membranas es iniciada por cambios

conformacionales mediados por la union de la proteina S con su receptor celular
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(Belouzard et al., 2012, Park et al., 2014). Una vez que el virus logra entrar a la
célula el genoma es liberado y el ORF1a/lb se traduce en una poliproteina que es
procesada para producir la RNA polimerasa viral y otras proteinas que participan
en la sintesis del RNA. La RNA polimerasa viral utiliza como molde el RNA viral
para sintetizar moléculas de RNA de cadena negativa que sirve para sintetizar
RNA de cadena positiva, el cual es utilizado en la sintesis de las proteinas virales
y como RNA gendmico para los viriones que van a ser formados. La proteina N y
el RNA gendmico se unen en el citoplasma para formar la nucleocapside
helicoidal. La proteina M se transporta del reticulo endoplasmico y se ancla en el
aparato de Golgi donde se unen a la nucleocapside. La proteina S y E también se
transportan del reticulo endopldsmico al aparato de Golgi donde interacttan con la
proteina M para desencadenar la gemacion de los viriones. El exceso de proteina
S que no se incorpora a los viriones es transportado a la membrana plasmatica, la
activacion proteolitica de esta proteina provoca la fusion de membranas celulares
formando una célula gigante multinucleada llamada sincitio, permitiéndole al virus
infectar células vecinas y la evasion del sistema inmune. La salida del virus de la
célula se produce mediante exocitosis, y gracias a la accion de proteasas es
liberado, ya que queda unido a la membrana celular (Figura 2) (Belouzard et al.,
2012, Fields, 2001, Shirato et al., 2011, Zhu et al., 2013).

Exocitosis RE-G \
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Figura 2. Representacion esquematica del ciclo de replicacion del VDEP (Lee,
2015)
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1.4. Diagnéstico

Los métodos de diagnostico para el VDEP estan basados en la deteccion del
virus, su genoma o anticuerpos inducidos durante la respuesta a la infeccion. La
prueba contundente para el diagndstico viral es el aislamiento del VDEP, para lo
cual se han utilizado principalmente células Vero en medio suplementado con
tripsina, enzima que facilita la infeccion al activar la proteina viral S, procesandola
en las subunidades S1 y S2. El efecto citopatico caracteristico de la infeccion por
VDEP es la formacion de sincitios celulares, pero para confirmar la presencia del
virus se debe recurrir a otros ensayos diagnosticos como inmunofluorescencia o
RT-PCR (Kusanagi et al., 1992). La necesidad de suplementar el medio de cultivo
con proteasas exdgenas, asi como la baja tasa de éxito, hacen del aislamiento
una técnica complicada aunque necesaria, pues los aislados se requieren para el
estudio de la patogénesis de esta enfermedad, el desarrollo de ensayos
diagnésticos y la produccidon de vacunas. La inmunofluorescencia y la
inmunohistoquimica son pruebas que nos permiten la deteccién temprana del virus
en muestras de tejido de cerdos infectados o en cultivos celulares para confirmar
el aislamiento (Song and Park, 2012, Diel et al., 2016).

Los ensayos moleculares como el RT-PCR y el RT-PCR en tiempo real son las
técnicas de eleccion para el diagnéstico del VDEP, dada la sensibilidad y la
rapidez de estas pruebas. Ademas estas pruebas son utilizadas en andlisis
epidemioldgicos y filogenéticos del virus. Para la deteccion de anticuerpos
generados durante la infeccion por el VDEP se han utilizado métodos como la
inmunofluorescencia indirecta, la neutralizacibn viral y el ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA). Esta Gltima técnica puede ser utilizada
para la deteccion de anticuerpos o para la deteccidén del virus en heces. Para la
deteccién del antigeno viral se utiliza una prueba de ELISA tipo sandwich, la cual
consiste en la inmovilizacion de anticuerpos en placas de poliestireno que
reconocen epitopos del VDEP, una vez que el virus presente en las muestras se
ha unido a los anticuerpos inmovilizados o de captura, un segundo anticuerpo
reconoce y se une al VDEP capturado por el anticuerpo primario. Esta unién es
visualizada al afiadir un tercer anticuerpo conjugado con enzimas y su respectivo

sustrato. La deteccion del VDEP en heces puede ser afectada por el tiempo de
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almacenamiento de las muestras, asi como por las condiciones ambientales en las
gue se mantuvieron. Para la deteccién de anticuerpos en muestras de suero se
utiliza una prueba de ELISA indirecta, la cual consiste en inmovilizar el antigeno
viral, ya sea el virus o alguna proteina recombinante expresada en bacterias, en
una placa solida de pdliestireno e incubarlo con la muestra de suero sospechosa
para permitir la unién antigeno-anticuerpo, y posteriormente evidenciar dicha unién
mediante un segundo anticuerpo conjugado con una enzima y Su respectivo
sustrato (Diel et al., 2016, Guscetti et al.,, 1998, Hou et al., 2007, Kweon et al.,
1999).

Il. Justificacion

Los signos clinicos asi como las lesiones ocasionadas por el VDEP son similares
a las provocadas por el virus de la gastroenteritis transmisible (VGET) y al
deltacoronavirus porcino (DCP), por lo que el diagnéstico diferencial entre estos
virus debe basarse en pruebas moleculares y ensayos seroldgicos. La técnica de
ELISA indirecta es ampliamente utilizada para el diagnéstico de diferentes
enfermedades virales, adem&s de que nos permite conocer el estado
inmunolodgico de un individuo o una granja, por lo que desarrollar esta técnica es
de gran importancia para el diagnostico y control de la Diarrea Epidémica Porcina.
Utilizar el antigeno completo en el caso del VDEP para estandarizar esta técnica,
tiene como desventaja que la tasa de aislamiento es baja, el aislamiento es una
técnica costosa y ademas se requiere de mucho tiempo para obtener la cantidad
suficiente del antigeno. Actualmente se dispone de metodologias que nos
permiten sustituir el antigeno viral, como el despliegue en fagos, técnica que se
basa en la identificacion de secuencias de péptidos expresados en la capside de
bacteriéfagos filamentosos. Estos péptidos pueden ser utilizados para estandarizar
una prueba de diagnéstico del VDEP por ELISA. La ventaja de este enfoque es
que la produccion del antigeno viral, en un formato de fago-péptido, es mas
sencilla, rapida y menos costosa que la obtencion de antigeno mediante cultivo
celular, por lo que identificar péptidos que mimeticen el VDEP puede ser de gran

utilidad en el diagndstico de esta enfermedad.
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[ll. Hipétesis

El VDEP circulante en México aislado de cerdos infectados, o péptidos que
mimeticen determinantes antigénicos del VDEP, son antigenos potenciales para

utilizarlos en pruebas de ELISA para el diagndstico de DEP.
IV. Objetivo general

Estandarizar una prueba de ELISA para el diagnéstico de la diarrea epidémica

porcina inmovilizando el VDEP o péptidos que mimeticen a este virus.

V. Objetivos especificos

Realizar la seleccion de fago-péptidos que mimeticen al VDEP.

Estandarizar una prueba de ELISA utilizando los fago-péptidos seleccionados.
Cultivar y propagar el VDEP.

Estandarizar una prueba de ELISA utilizando el VDEP.

VI. Materiales y métodos

6.1 Cultivo del VDEP

El VDEP cepa Mx_EdoMexC2Al1lS 2014 (No. GenBank KM044335.1) fue
cultivado en células Vero. Una vez que las monocapas celulares presentaron un
80% de confluencia se retir6 el medio de mantenimiento DMEM (medio minimo
esencial de Eagle modificado por Dulbecco) enriquecido con 10% de suero fetal
bovino por decantacion y se realizaron tres lavados con solucion amortiguadora de
fosfatos salinos (PBS). Para la infeccion se inocul6 el cultivo celular con 300 ul de
suspension viral con un titulo de 1x10% DICC50%/ml y se incubd por 60 minutos.
Posteriormente se agregaron 5 ml de DMEM enriquecido con 1 ug/ml de tripsina.
La cosecha viral se llevo a cabo cuando el efecto citopatico provocado por el virus
se presentd en el 90% de la monocapa celular, para esto se realizaron tres ciclos
de congelando y descongelando del cultivo y posteriormente se recolectd el

sobrenadante. Los virus fueron almacenados a -70°C hasta su uso.
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6.2. Extraccion de RNA y RT-PCR

A 500 ul de la cosecha viral se le agregaron 700 ul de TRIZOL®, se mezclaron por
pipeteo y se incubd por 15 min a temperatura ambiente. A continuacion, se
agregaron 250 pl de cloroformo y se mezclaron durante 15 seg en vortex, seguido
de una incubacién de 15 min. Al concluir la incubacién se centrifugé a 12,000 rpm
durante 15 min para después colectar la fase acuosa, a la cual se le agregd un
volumen igual de isopropanol y se dejo precipitar 12 hr a 4°C. Posteriormente se
centrifug6 a 12,000 rpm durante 15 min, se decant0 y la pastilla de RNA resultante
se lavo con 500 pl de etanol al 75%. La muestra se centrifugd bajo las mismas
condiciones y al finalizar se decanté. La pastila de RNA se dej6 secar
completamente y se resuspendié en 30 pl de agua con DEPC (dietil pirocarbonato)

y finalmente se almacend a -20 °C hasta su uso.

Para realizar la RT-PCR se utilizé el kit OneStep (Qiagen) mezclando los reactivos

gue se muestran en el cuadro 1.

Reactivo. Cantidad (uL). Concentracion final.
Buffer 2.5 0.625 mM Mg?*
dNTPs 0.5 100 uM de cada dNTP
Iniciadores 0.5 de cada uno 10 uM

Enzima Mix. 0.5 = asessem

Inhibidor de RNAsas 0.2 8uU

Agua librede RNAsas 48

RNA 3.0 e

Cuadro 1. Mezcla de reaccion utilizada en la RT-PCR.
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En el cuadro 2 se muestra la secuencia de los iniciadores utilizados, los cuales
amplifican una regiébn del genoma de la proteina M. Las condiciones que se
siguieron para realizar la RT-PCR (Cuadro 3) fueron establecidas por Kweon y

colaboradores (Kweon et al., 1997).

Fragmento
Identificacian. Secuencia. Ubicacian. amplificado (pb)
PED3F 5= GGA CACATT CTTGGT GGTLCT -3 25995-26364 370
PED3R 5 - GTTTAG ACT ARA TGA AGC ACTTTC - 3°

Cuadro 2. Iniciadores utilizados en la RT-PCR para verificar la presencia del
genoma del VDEP.

Los productos de la RT-PCR se verificaron por electroforesis utilizando geles de

agarosa al 2% tefidos con una solucién de bromuro de etidio.

Temperatura Tiempo Etapa. Namero de
(°C). (Minutos). Ciclos.
50 1 Precalentamiento.
50 30 Retrotranscripcion (RT). 1
95 15 Inactivacion de la RT.
94 2 Desnaturalizacion.
58 2 Alineacion. 40
72 2 Extension.
72 10 Extension final. 1

Cuadro 3. Condiciones para el RT-PCR utilizadas para amplificar una regioén del gen M
del VDEP.

6.3. Titulacién del VDEP

Para la titulacion del VDEP se prepard una placa de 96 pozos con cultivo de
células Vero. Por otra parte, en una placa de 96 pozos se realizaron diluciones
decuples seriadas de la suspensiéon viral en medio DMEM enriquecido con 10
pg/ml de tripsina. Posteriormente 100 ul de cada dilucion de VDEP se utilizaron

para infectar las células Vero de la placa previamente preparada y después de 96
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hr se observo el efecto citopatico. El titulo fue determinado por el método de Reed-
Muench, en el cual se estima el 50% de células infectadas y se expresa en Dosis
Infectivas en Cultivo Celular al 50% por mililitro (DICC50%/ml). El ensayo se

realizé por cuadruplicado (Chen et al., 2014).
6.4. Cuantificacion de proteinas de la cosecha viral

Para determinar la concentracion de proteinas de la cosecha viral se utilizé el kit
Qubit™  Protein Assay (Thermo Fisher Scientific) de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. A 190 yl de la solucion de trabajo Qubit® se le
agregaron 10 pl de la cosecha viral, se mezclaron por vortex y se dejé incubar
durante 15 min a temperatura ambiente, el ensayo se realizd por duplicado. La

lectura se realizé en el fluorometro Qubit® 3.0.
6.5. Ensayo de ELISA utilizando el VDEP

Se realizaron diluciones dobles seriadas de la cosecha viral en solucion
amortiguadora de carbonatos, partiendo de 20 ug/ml hasta 0.625 ug/ml y se
depositaron 100 pl de cada dilucion en una placa para ELISA. La placa se incubd
por 18 hr a 4°C y después se realizaron tres lavados con la solucion PBST (PBS,
Tween 20 al 0.2%).

Para disminuir las uniones no especificas se adicionaron 150 pL de solucién PBLT
(PBS, 2% de leche descremada, 0.02% Triton X-100) y se incub6 durante 1 hr a
37°C. Al concluir la incubacion, se realizaron tres lavados con PBST.

Los sueros testigos, negativos y positivo al VDEP, los cuales fueron verificados
previamente con el kit ID Screen® PEDV Indirect (ID-Vet), se diluyeron 1/10, 1/50
y 1/100 en solucién PBLT y se colocaron 100 uyl en cada pozo de la placa
previamente preparada. Cada dilucion se reté con las diferentes concentraciones
de proteina viral. Posteriormente se incubd por 60 min a 37°C y al finalizar se
realizaron tres lavados con PBST. La figura 3 muestra un esquema del formato

que se utilizé para estandarizar esta técnica.
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Figura 3. Estandarizacion de la ELISA-VDEP. Para encontrar las condiciones de
trabajo optimas en un ensayo de ELISA para el diagnéstico del VDEP, diferentes
concentraciones de proteinas de una suspension viral se enfrentaron a diferentes
diluciones de sueros de cerdo tanto positivos como negativos a este virus.

Se agregaron 100 pl por pozo del anticuerpo secundario Peroxidase AffiniPure
Goat Anti-Swine 1gG (Jackson ImmunoResearch) diluido 1/10,000, se dej6é en
incubacion 60 min a 37°C y al finalizar la incubacion se realizaron tres lavados con
PBST.

Posteriormente se agregaron 100 ul de Novex HRP Chromogenic Substrate -TMB
(Thermo Fisher Scientific) y se incubé a 37°C. La absorbancia se midié a 450 nm
en un espectrofotometro Multiskan EX (Thermo Fisher Scientific) cada 15 min

hasta maximo 45 min.
6.6. Despliegue en Fagos

Para llevar a cabo la bioseleccion se utilizd la biblioteca comercial de fago-
péptidos Ph.D.™-C7C (New England Biolabs) siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

Se sensibilizaron cuatro pozos de una placa para ELISA con 100 pl de una
dilucion 1/100 de anticuerpo de cabra anti IgG de conejo (Thermo Scientific) en
solucion de carbonatos durante 12 hr a 4°C. Después se realizaron tres lavados
con TBST (solucion salina tamponada con Tris al 0.1 % de Tween 20) y se
agregaron 100 ul de solucidon de bloqueo (0.1M NaHCOs, 5 mg/ml de BSA,
0.02%NaNs) y se incubo por 60 min a 4°C. Posteriormente se realizo el lavado de

la placa como se describié anteriormente y se agregaron 100 ul de una dilucion
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1/10 de suero de conejo anti-VDEP (proporcionados por el laboratorio de
serologia, FMVZ, UNAM) en soluciéon de carbonatos y se incub6é por 60 min.
Después se lavo la placa y se agregaron 100 pl de una diluciéon 1/100 de la
biblioteca de fagos en TBS (solucién salina tamponada con Tris), seguido de una

incubacion de 60 min a temperatura ambiente.

Se desecho el contenido de los pozos y se realizaron 10 lavados con TBST como
se describio anteriormente. Para eluir los fagos unidos a los anticuerpos se
adicionaron 100 pl de una solucién 0.2 M de glicina-Hcl, pH 2.2 y se incubd por 15
min. Posteriormente se agregaron 15 pl de una solucién 1 M de Tris-Hcl y el eluido

se colecto.

Los fagos eluidos se amplificaron en 20 ml de un cultivo de E. coli cepa TG1 en
fase logaritmica temprana (D.O. 0.05 nm), dejandolo incubar durante 4.5 h a 37°C
en agitacion. Después el cultivo se centrifugé por 10 min a 12,000 g a 4°C y se
recupero el 80% del sobrenadante. Se agregaron 1/6 del volumen de una solucién
de polietilenglicol (PEG) al 20% y 2.5 M de NacCl.

Se permitid que los fagos precipitaran durante 18 hr a 4°C y posteriormente se
centrifugd a 12,000 g por 15 min. El sobrenadante se desechd y la pastilla de
fagos obtenidos se resuspendi6 en 1 ml de TBS. Se repiti6 la precipitacion
nuevamente con PEG/NaCl durante 60 min y se centrifugé a 14,000 rpm durante
10 min. La pastilla resultante se resuspendié en 400 ul de TBS, y los fagos se

utilizaron para realizar la siguiente ronda de bioseleccion.

Se realizaron dos rondas de bioseleccion adicionales siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente. La concentracion de Tween 20 en la solucion de lavado
aumentoé a 0.5% en las siguientes rondas de bioseleccién. La figura 4 muestra una

representacion esquematica del proceso del despliegue en fagos.
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Figura 4. Despliegue en fagos. Representacion esquematica del
proceso del despliegue en fagos (New England Biolabs).

6.7. Titulacion de fagos

Para la titulacion de los fagos eluidos y amplificados, 5 ml de medio YT2X fue
inoculado con E. coli cepa TGl y se dejé incubar hasta que alcanz6 la fase
logaritmica media (D.O. 0.5 nm). Se tomaron 200 pl de este cultivo y las bacterias
fueron infectadas con 10 pl de diluciones decuples de fagos en medio YT2X
durante 5 min. Después las células infectadas se transfirieron a 3 ml de top agar
precalentado a 45°C, se mezclaron por vortex y se vaciaron en placas de agar
YT2x/IPTG/Xgal. Se incubaron a 37°C durante 12 hr y al dia siguiente se contaron
las colonias azules y se multiplicé el valor obtenido por el factor de la dilucién de

los fagos para obtener el titulo en unidades formadoras de placas (ufp) por 10 pl.
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6.8. Amplificacion de colonias para secuenciacion

Se inocularon 20 ml de medio YT2X con E. coli cepa TGl y se dejaron en
incubacion toda la noche a 37°C en agitacion. Al dia siguiente se realizd una
dilucién 1/100 del cultivo y se dispenso 1 ml en un tubo por cada colonia a
amplificar obtenida de la titulacion del tercer eluido proveniente de las

bioselecciones.

Con una punta para pipeta estéril se tomd una colonia de los cultivos de titulacion
para inocular las células bacterianas y se incubaron durante 4.5 hr a 37°C en
agitacion. Después de la incubacién los tubos se centrifugaron a 14 000 rpm por
un minuto, los sobrenadantes se trasfirieron a tubos nuevos y se les agrego 200
Ml de una solucién al 20% de PEG/ 2.5 M de NaCl seguido de una incubacién de
15 min a temperatura ambiente. Al finalizar la incubacion los tubos se
centrifugaron a 14 000 rpm durante 10 min, el sobrenadante fue desechado y la
pastilla resultante fue resuspendida en 100 pl de solucién de ioduro (10mM Tris-
HCI, 1Mm EDTA, 4 M Nal). Posteriormente se agregaron 250 ul de etanol puro y
se procedi6 a una incubacion de 20 min a temperatura ambiente, al finalizar la
incubacion los tubos se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min. El
sobrenadante fue desechado, la pastilla se lavd con 0.5 ml de etanol al 70% y se
centrifugo nuevamente, se desech6 el etanol y la pastilla se dej6 secar a
temperatura ambiente para posteriormente ser resuspendida en 30 ul de PBS. Las

muestras fueron secuenciadas en el Instituto de Biomédicas de la UNAM.
6.9. Verificacion de las clonas obtenidas en el despliegue en fagos

Para verificar la unién de las clonas obtenidas mediante el despliegue en fagos
con el suero de conejo anti VDEP con el que fueron seleccionadas, una placa de
ELISA fue sensibilizada con una dilucién 1/10 de este suero en solucién de
carbonatos durante 18 hr a 4°C.

Posteriormente se realizaron tres lavados con PBST y se agregaron 100 ul de
solucion PBLT y se incubd por 60 min a 37°C. Al finalizar la incubacion se lavo tres

veces con PBST.
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Posteriormente se realizaron diluciones decuples seriadas de los diferentes fago-
péptidos seleccionados en solucion PBLT. De cada dilucién se agregaron 100 pl

por pozo de la placa de ELISA y se dejo incubar 60 min a 37°C.

Al finalizar la incubacion se realizaron tres lavados con solucion PBST y se
agregaron 100 pl de una dilucién 1/5000 del anticuerpo HRP/Anti-M13 Monoclonal
Conjugate (GE) seguido de una incubacion de 60 min a 37°C. Después se
realizaron tres lavados y se agregaron 100 ul de Novex HRP Chromogenic
Substrate -TMB (Thermo Fisher Scientific). La absorbancia se midié6 a 450 nm en
un espectrofotdmetro Multiskan EX (Thermo Fisher Scientific) cada 15 min hasta

maximo 45 minutos.

6.10. Estandarizacion de la técnica de ELISA utilizando las clonas obtenidas del

despliegue en fagos

Cada fago-péptido fue diluido en solucién de carbonatos para obtener un titulo de
10%? ufp/ml. Posteriormente 100 ul de cada dilucién fue utilizada para sensibilizar
cuatro pozos de una placa para ELISA (el ensayo se realizé por triplicado) durante
18 hr a 4°C.

Se realizaron tres lavados con PBST y posteriormente se agregaron 100 ul de
solucion PBLT a cada pozo sensibilizado seguido de una incubacién de 60 min a
37°C. Al finalizar la incubacién la placa de ELISA fue lavada tres veces y se
agregaron 100 pl de una dilucion 1/100 de sueros de cerdo utilizados previamente
en soluciéon PBLT, se utilizaron dos sueros negativos y dos sueros positivos al
VDEP. Después se incubd 60 min a 37°C seguido de tres lavados con PBST.

Se agregaron 100 pl por pozo del anticuerpo secundario Peroxidase AffiniPure
Goat Anti-Swine 1gG (Jackson ImmunoResearch) diluido 1/10,000, se dej6 en

incubacion 60 min a 37°C y después se realizaron tres lavados con PBST.

Posteriormente se agregaron 100 pl por pozo de Novex HRP Chromogenic
Substrate -TMB (Thermo Fisher Scientific) y se incubo a 37°C. La absorbancia se
midié a 450 nm en un espectrofotometro Multiskan EX (Thermo Fisher Scientific)

cada 15 min hasta maximo 45 minutos.
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VII. Resultados
7.1. Cultivo viral

Para verificar la presencia del virus en los cultivos infectados se realizo la prueba
de Rt-PCR resultando un fragmento del tamafo esperado de acuerdo a los

iniciadores utilizados (Figura 5).
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Figura 5. Electroforesis de los productos de
la RT-PCR. (1) Marcador de peso
molecular, cada barra pesa 100 Kb. (2)
Muestra sospechosa, se aprecia una banda
del peso esperado (370Kb). (3) Control
positivo. (4) Control negativo.

Para poder estandarizar la técnica de ELISA se cuantifico el contenido de
proteinas y el titulo del cultivo viral resultando una concentracion de 104 ug/ml de

proteinas con un titulo de 1x107 DICC50%.
7.2. Ensayo de ELISA utilizando el VDEP

Para elegir la concentracion de proteinas presentes en el cultivo viral que serian
inmovilizadas en la placa de poliestireno asi como la dilucién de suero optima a
utilizar en el ensayo de ELISA, se sensibilizaron placas con diferentes
concentraciones de proteinas y se enfrentaron a diferentes diluciones de suero

tanto negativo como positivo al VDEP.
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El criterio de seleccién fue elegir el punto donde el suero negativo diera una
densidad 6ptica menor o igual a 0.2 y el suero positivo una densidad éptica mayor
o igual a 1, encontrando este punto en una concentracion de proteinas de cultivo

viral en 2.5 ug/ml con una dilucion del suero 1/100 (Figura 6).

ELISA-VDEP

Suero positivo

== Dilucidn 1/10
Dilucidn 1/50
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5 I Dilucion 1/ 100
B 17
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% e l 1 == Dilucion 1/10
g | I == Dilucion 1/50

Dilucidn 1/ 100
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|
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.25 >
20ug/ml 10ug/ml Sug/ml 2.5ug/ml 1.25ug/ml 0.625ug/ml

Concentracion de protelnas

Figura 6. Estandarizacion de la técnica de ELISA con cosecha del VDEP. Una placa para ELISA se
sensibilizd con diferentes concentraciones de proteinas proveniente de una suspensioén del VDEP y se
enfrento a diferentes diluciones de suero reactivo y no reactivo al VDEP para identificar la concentracion de
proteinas vy la dilucién 6ptima del suero a usar en el ensayo de ELISA.

Para corroborar los resultados anteriores se probaron otros siete sueros positivos
y siete sueros negativos al VDEP con las condiciones seleccionadas
anteriormente encontrando que existe una clara diferencia entre los sueros

negativos y positivos al VDEP en este ensayo (figura 7).
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Figura 7. ELISA-VDEP. Siete muestras de suero positivas y siete muestras de suero negativas al
VDEP se utilizaron para verificar que las condiciones elegidas en la estandarizacion del ensayo de
ELISA fueron las adecuadas, encontrando que existe una clara diferencia en los resultados.

7.3. Ensayo de ELISA utilizando los fago-péptidos

De las bioselecciones se obtuvieron cinco clonas y se verificd su union con el
suero de conejo anti VDEP que se utilizé para seleccionarlas sensibilizando placas
de ELISA con este suero para posteriormente enfrentarlos a diluciones decuples
de los bacteriéfagos iniciando con un titulo de 10'? ufc/ml. La unién se reveld
utilizando un anticuerpo monoclonal reactivo a bacteriéfago M13 conjugado con
peroxidasa y su respectivo sustrato (tetrametilbencidina). Se observdé que
conforme aumenta la dilucién de los bacteriéfagos disminuye la densidad Optica
obtenida para cada clona. La clona que presenta una mejor unidon con los
anticuerpos reactivos al VDEP es la clona cuatro pues es en la que se obtuvo una

densidad optica mayor (figura 8).
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Figura 8. Ensayo de unién. Para verificar que las clonas obtenidas en el despliegue en fagos fueran
reactivas a los anticuerpos con los que se seleccionaron, diferentes diluciones del suero fijadas en
una placa para ELISA y posteriormente enfrentadas a las clonas obtenidas en el despliegue en
fagos. La union fue revelada con un anticuerpo monoclonal reactivo al bacteriéfago M13 conjugado
con peroxidasa y su respectivo sustrato.

Una vez verificada la reactividad de las clonas al suero de conejo anti VDEP se
procedio a obtener la secuencia de interés flanqueada por secuencias sefiales y a
compararlas con la secuencia completa del VDEP para ver si existia homologia
con la secuencia de este virus. Los resultados obtenidos se muestran en el cuadro
4 donde podemos observar que dos de las secuencias peptidicas obtenidas
asemejan a la proteina de la nucleocapside, a la proteina M, a la proteina S y una

a la poliproteina del VDEP.
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Muestra Secuencia Peéptido Mimotopo
1 AGTGAGACGCCGTGGCATCGG SETPWHR  Proteina N
2 AAGTTTCATCCTAATAAGTCG KFHPNKS  Proteina N
3 TATCCTTGGTCTCCTGCGTAT  YPWSPAY  Proteina S
4 CTGGGTGATTTGAAGTTTTAT LGDLKFY  Poliproteina
5 CCTGATCATAAGATGGCTCTG PDHKMAL  Proteina M

VDEP para obtener los mimotopos.

Cuadro 4. Secuencia de los péptidos reactivos. La secuencia
obtenida se compard con la secuencia de aminoacidos del

Para comprobar la afinidad de los bacteriéfagos obtenidos en el despliegue en
fagos hacia anticuerpos de cerdo se enfrentaron las diferentes clonas obtenidas a
sueros de cerdo positivos y negativos al VDEP. No se encontr6 diferencia entre los
sueros positivos y negativos al enfrentarlos a los bacteriéfagos ni al comparar los

resultados obtenidos al enfrentar los sueros a una cepa de campo del bacteriéfago

M13 (Figura 9).
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Figura 9. ELISA-Bacterioéfagos. Para verificar si las clonas obtenidas en el despliegue de fagos
podrian ser utilizadas en un ensayo de ELISA para el diagnostico del VDEP fueron fijadas en
una placa de poliestireno y enfrentadas a sueros de cerdo tanto positivos como negativos al
VDEP. No se encontro diferencia en los resultados.
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VIIl. Discusion

La Diarrea Epidémica Porcina es una enfermedad viral emergente y reemergente
que afecta la produccién porcina a nivel mundial. Aunque los primeros casos se
reportan desde 1971 en el continente Europeo es hasta el 2013 que esta
enfermedad se hace presente en México. A la fecha se han desarrollado diversas
técnicas para el diagnostico de esta enfermedad, las mas utilizada por su gran
sensibilidad y especificidad son las ensayos moleculares. Las pruebas serologicas
ademas de indicarnos si los animales han estado expuestos al agente infeccioso
nos pueden ayudar a evaluar las diferentes estrategias de vacunacion. Para el
caso del Virus de la Diarrea Epidémica Porcina se han desarrollado vacunas casi
desde su aparicion sin contar a la fecha con una vacuna efectiva que nos ayude al
control y erradicacion de este virus. La técnica de ELISA tiene entre sus ventajas
ser un ensayo que nos permite la evaluacion de una gran cantidad de muestras en
un corto periodo de tiempo a bajo costo, para el diagnostico del VDEP se han
desarrollado diferentes variantes de la técnica permitiendo detectar al virus en
heces o anticuerpos generados en respuesta a la infeccion. En este proyecto
estandarizamos una ELISA indirecta fijando al VDEP en placas de poliestireno,
utilizar al virus completo en la estandarizacibn de esta técnica tiene como
desventaja que el virus debe ser aislado en cultivo celular, labor sumamente
complicada debido las condiciones requeridas por el agente para su aislamiento
existiendo diferentes reportes de tasas de aislamientos exitoso menores o iguales
al 10% (Chen et al., 2014, Lee et al., 2015, Oka et al., 2014). Para este trabajo
utilizamos la cepa Mx_EdoMexC2A1S 2014 (No. GenBank KM044335.1) aislada
por nuestro grupo de trabajo a partir del brote en México de 2014 (Trujillo-Ortega
et al., 2016), teniendo como ventaja que al ser un aislado de una cepa circulante
en el pais, los ensayos serolégicos realizados pueden identificar cepas locales, no
como ocurre actualmente que los ensayos de ELISA disponibles estan disefiados
con cepas de referencia o aislados en otros paises. Esto cobra relevancia debido
a que los coronavirus tienen una alta tasa de mutacion y recombinacion genética

con una consecuente gran variabilidad genética (Huang et al., 2013).

Debido a la complejidad en el aislamiento del VDEP se han estandarizado

técnicas de ELISA sustituyendo al virus con proteinas recombinantes, las
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proteinas que se han utilizado principalmente son la proteina S, la My la N (Li et
al., 2015, Ren et al.,, 2011, Hou et al., 2007). La proteina S es la proteina
genéticamente mas variable dentro de las proteinas estructurales del virus ya que
Su secuencia genética contiene multiples sitios de mutacién que son utilizados
para diferenciar los dos genotipos que existen del virus ademas estas mutaciones
podrian conllevar a cambios en la antigenicidad de la proteina, razén que explica
la inefectividad de las vacunas existentes por lo que utilizar esta proteina en la
estandarizacion de una prueba serologica podria causar falsos negativos en la
prueba (Sun et al., 2014, Wang et al., 2016). La proteina M y la proteina N son de
las proteinas genéticamente mas conservadas en las diferentes cepas del VDEP
aunque el proceso de produccién de proteinas recombinantes es muy costoso y
en algunos casos las proteinas deben modificarse para su utilizacion ademas de
qgue las bacterias, los mohos y las células de insectos utilizadas en la sintesis de
estas proteinas no son capaces de producir glicosilaciones como los mamiferos
(Demain and Vaishnav, 2009). En la actualidad, los bacteriéfagos son una
alternativa para el desarrollo de métodos de diagndstico debido a su uso en el
sistema de despliegue en fago (Ph.D.). La técnica de despliegue en fago descrita
en 1990 por Scott y Smith (Scott and Smith, 1990), permite la expresién de
péptidos de interés en las proteinas presentes en la superficie de los bacterié6fagos
siendo los més utilizados los bacteriéfagos filamentosos (M13). Ademas, los fagos
tienen un genoma de ADN de cadena sencilla el cual es facil de manipular y tolera
la insercion de fragmentos muy largos de ADN exdgenos (Castel et al., 2011). El
despliegue de moléculas en la superficie de un fago filamentoso es una
metodologia para la seleccidn de péptidos (mimotopos) por su capacidad de union
a anticuerpos (Tikunova and Morozova, 2009) que se caracteriza por su sencillez y
su bajo costo. Para la estandarizacion de la técnica de ELISA se decidié utilizar
mimotopos del VDEP obtenidos mediante despliegue de fagos como lo han
reportado Cruz y Kim en 2006 y Cao y Ge en 2015 (Cruz et al., 2006, Cao et al.,
2015), en donde lograron identificar péptidos que mimetizan epitopos de la
proteina S del VDEP, utilizando anticuerpos monoclonales. En este proyecto se
utilizaron anticuerpos policlonales producidos en conejo inmunizados con el VDEP
cepa Mx_EdoMexC2A1S 2014, logrando identificar péptidos expresados en la

proteina plll de los fagos de la biblioteca comercial que mimetizan las proteinas N,
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My S del VDEP. Al utilizar anticuerpos policlonales logramos obtener variabilidad
en los mimétopos seleccionados y aunque para las bioselecciones se utilizan
principalmente anticuerpos monoclonales utilizar anticuerpos policlonales tiene
como ventaja que son producidos con mas facilidad y reflejan el estado actual de
los epitopos inmunogénicos (Gazarian et al., 2011). Suo y Wang logran identificar
clonas mediante despliegue en fagos capaces de unirse a la proteina S del virus
de la gastroenteritis transmisible del cerdo seleccionandolas con una proteina
recombinante del virus. Estos autores estandarizan una técnica de ELISA indirecta
a partir de las clonas identificadas con alta sensibilidad y especificidad para el
diagnostico del virus (Suo et al., 2015). A pesar de que se logré identificar
diferentes mimotopos del VDEP, al utilizarlos en la estandarizacion de la técnica
de ELISA fijando las clonas obtenidas en las placas de poliestireno y al
enfrentarlas a sueros de cerdo no se encontré diferencia entre las uniones
obtenidas entre los sueros de cerdo positivos y negativos al VDEP. Algunas de las
densidades Opticas obtenidas fueron superiores a 1.0 pero quiza se deba a que
los sueros estan reconociendo alguna de las otras proteinas estructurales que
conforman al bacteriéfago M13 pues este es un agente ubicuo. Shiy Wang en sus
respectivos proyectos utilizan péptidos disefiados a partir de la secuencia de las
clonas obtenidas mediante la técnica del despliegue de fagos para estandarizar
pruebas de ELISA para el diagnéstico serologico de distintas enfermedades. El
utilizar péptidos sintéticos podria ayudarnos a eliminar la inespecificidad generada
por la presencia de otras proteinas presentes en los bacteriéfagos. (Wang et al.,
2018, Shi et al., 2018). EIl despliegue de fagos es una técnica con gran variedad
de aplicaciones como la identificacion de epitopos antigénicos utilizados para el
desarrollo de agentes diagndsticos y terapéuticos asi como para el desarrollo de
vacunas. El haber identificados mimétopos del VDEP nos es de gran utilidad ya
que pueden ser utilizados para otros proyectos, Oleksiewicz utiliza las secuencia
obtenidas del despliegue en fagos para mapear e identificar epitopos del virus del
sindrome respiratorio y reproductivo del cerdo, en este proyecto podemos utilizar
las secuencias obtenidas para identificar epitopos de la cepa
Mx_EdoMexC2A1S 2014 la cual fue utlizada para producir los antisueros
utilizados en el despliegue en fagos (Oleksiewicz et al., 2001). Cao 2015 y Meng

2014 demuestran las propiedades de los péptidos identificados mediante
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despliegue en fagos de evitar la adsorcion del VDEP a la superficie celular
reduciendo asi la expresion de proteinas virales lo que indica la posible utilizacion
de estos péptidos como agentes antivirales del VDEP (Cao et al., 2015, Meng et
al., 2014).

IX. Conclusion y perspectivas

La DEP se ha convertido en una enfermedad viral que ha causado grandes
pérdidas econOmicas alrededor del mundo y es considerada una de las
enfermedades mas importantes en los paises con produccion porcina intensiva. La
mejor forma de obtener un diagndstico del VDEP durante los brotes de DEP es
mediante ensayos que detecten al virus 0 su genoma. Los ensayos que identifican
anticuerpos generados en respuesta a la infeccion del VDEP nos dan informacién
acerca de exposiciones previas al virus asi como el estado inmune de un animal o
una granja ademas nos permite evaluar la eficacia de las estrategias de
vacunacion. La técnica de ELISA nos permite trabajar un gran numero de
muestras en un corto periodo de tiempo a bajo costo, en este proyecto
estandarizamos un ensayo de ELISA para el diagnéstico de la DEP y aunque el
namero de muestras utilizadas es bajo los resultados obtenidos nos muestran que
esta prueba es funcional y que puede ser evaluada con un nimero mayor de
muestras asi como llevar a cabo el proceso de validacién para que en un futuro
podamos contar con este ensayo. Aunque la estandarizacion del ensayo de ELISA
con mimotopos obtenidos del despliegue en fagos no mostro los resultados
esperados, se logro identificar mimotopos que pueden ser utilizados en otros
ensayos viroldgicos como los propuestos por Cao y Ge, 2015 y Cruz y Kim, 2006
al utilizar los mimétopos identificados en su estudio para inhibir la entra del virus a
la célula abriendo la posibilidad de utilizar estos péptidos como terapia antiviral
ademas aun nos falta verificar si al utilizar los péptidos disefiados a partir de las
secuencias obtenidas en el despliegue en fagos pueden ser utilizados en la
estandarizacion del ensayo de ELISA ya sea de manera individual o combinando
mas de un péptido lo que seria de gran utilidad para el diagnostico de esta
enfermedad.
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Anexo 1. Soluciones y reactivos.
Utilizadas en el ensayo de ELISA con el virus completo.
Solucién amortiguadora de carbonatos 0.05m pH 9.6.

e Na2CO03 0.795g.
e NaHCO3 1.46 g.
e NaN30.1g.

e Cuanto baste para agua destilada 500 ml.
Solucion amortiguadora de fosfatos salinos (PBS) 0.1M pH 7.

e NaH2PO4 0.2M 5.421 g.
e Na2HPO4 0.2M 8.662 g.
e NaCl4.35g.

e Cuanto baste para agua destilada 500 ml.

PBST

e PBS.
e Tween 20 al 0.2%.
e Cuanto baste para agua destilada 500 ml.

PBLT

e PBS,
Leche descremada al 2%.
Triton X-100 al 0.02%.

Cuanto baste para agua destilada 500 ml.

Utilizadas en el despliegue en fagos.

Solucion salina tamponada con Tris (TBS).

e Tris-HCI 50mM.
e NaCl 150mM.

e Agua destilada.
e Ajustar pHa 7.5.
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TBST

TBS
Tween 20 al 0.1%%
Agua destilada.

Medio YT2X

Bacto triptona 16g.
Extracto de levadura 10g.
NaCl 5g.

Agua destilada cuanto baste para 1L.

Top agar

Peptona de caseina 1g.
Extracto de levadura 0.59.
NaCl 0.5g.

Agar 0.75g.

Agua destilada cuanto baste para 100 ml.

Solucién de ioduro

Tris-HCI 10 mM.
EDTA 1 mM.
Nal 4 M.

Agua destilada.

Solucién de precipitacion

PEG al 20%.
NaCl al 2.5 M.

Solucién de bloqueo

NaHCOs 0.1M.
NaNs3 0.02%.
5 mg/ml de albumina sérica bovina.
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