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Resumen

Los lentivirus de pequenos rumiantes (SRLV, por sus siglas en inglés) son un
grupo heterogéneo de retrovirus que causan una enfermedad cronica vy
multisistémica en cabras y borregos. A nivel mundial existen cuatro
genotipos identificados como A, B, C y E. En México, la infeccion por SRLV se
considera endémica; ademds, se ha demostrado que el genoftipo
predominante en caprinos es el tipo B, causando pérdidas econdmicas
directas e indirectas. El objetivo de este trabajo fue el desarrollar ELISAs
basados en el uso de la proteina recombinante p25 (ELISA-p25) codificada
por el gen gag y de péptidos sintéticos derivados de la proteina de
superficie (ELISA-SU) de SRLV caprinos del genotipo B. La proteina
recombinante de cdpside fue expresada en células de E. coli BL21 con
ayuda del vector comercial Champion™ pET SUMO Expression System
(Invitrogen™). Por otra parte, el péptido de superficie fue disenado
mediante programas bioinformdticos y sintetizado en la empresa comercial
Peptide Inc. (Chantilly, USA). Se utilizaron como prueba de oro dos kits
comerciales (Small Ruminant Lentivirus Antibody Test Kit cELISA VMRD, EUA y
Eradikit™ SRLV IN3, Italia) y junto con los ELISAs-p25 y SU se evaluaron 396
muestras de plasmas caprinos obtenidos de diferentes Estados de la
Republica Mexicana. Los resultados obtenidos indicaron una sensibilidad y
especificidad para el ELISA-p25 de 91.8% y 89.3% respectivamente, y de
74.9% vy 98.7 % para el ELISA-SU. Se concluye que las pruebas de ELISA-p25 y
ELISA-SU son eficientes para la deteccidn de caprinos infectados por SRLV
genotipo B, lo que posibilita utilizarla como herramienta para el diagndstico

y el control de la infeccidn en los rebanos caprinos del pais.

Palabras clave: ELISA, lentivirus, proteinas recombinantes, péptidos sintéticos
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Abstract

Small ruminant lentivirus are retrovirus heterogeneous group that causes a
chronic and multisystemic disease in goats and sheeps. Globally there are
four genotypes idenftified as A, B, C and E. In Mexico, the infection is
considered as an endemic disease, furthermore, it has been demonstrated
that the predominant genotype is type B, causing direct and indirect
economical loses. The aim of this work was the development of two ELISAs
based on the use of recombinant p25 protein (pP25-ELISA) encoded by the
gag gene and synthetic peptides derived from the protein surface (ELISA-SU)
from SRLV genotype B. The recombinant capsid protein was expressed in E.
coli BL21 cells using the commercial vector Champion ™ pET SUMO
Expression System (Invitrogen ™). On the other hand, the surface peptide
was designed using bioinformatic programs and synthesized in the
commercial company Peptide Inc. (Chantilly, USA). Two commercial kits
were used as gold standard (Small Ruminant Lentivirus Antibody Test Kit
CELISA VMRD, USA and Eradikit ™ SRLV IN3, Italy), and together with the
ELISAs-p25 and SU, 396 samples of goat plasma obtained from different States
of the Mexican republic were evaluated. The results obtained indicated a
sensitivity and specificity for the ELISA-p25 of 91.8% and 89.3% respectively,
and of 74.9% and 98.7% for the ELISA-SU. It is concluded that the ELISA-p25
and ELISA-SU tests are efficient for the detection of goats infected by SRLV
genotype B, which makes it possible to use it as a tool for the detection and

control of the disease in goat herds in the country.

Keywords : ELISA, recombinant proteins, lentivirus, synthetic peptides
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1.Introduccidn

Los lentivirus de pequenos rumiantes (SRLV, por sus siglas en inglés) son un
grupo heterogéneo de retfrovirus que causan enfermedad cronica vy
multisistémica en cabras y borregos (Lacerenza, 2008). Este grupo viral
incluye al anteriormente conocido Maedi-Visna (VMV) descrito inicialmente
en ovejas y a la artritis encefalitis caprina (Caprine Arthritis Encephalitis Virus,
CAEV por sus siglas en inglés) en cabras. Estas dos enfermedades fueron
agrupadas en un solo grupo ya que estudios filogenéticos han demostrado
que estos virus son capaces de cruzar la barrera entre especies (caprinos-
ovinos) (Michiel, 2018).

1.1 Etiologia

Las particulas virales miden entre 20y 120 nm de didmetro y consisten en una

envoltura formada por una bicapa lipidica y un nucleo (Gomez-Lucia, 2018).

El genoma de los SRLV contiene entre 8,000 y 10,000 nucledtidos y consiste
en 3 genes principales, los cudles son comunes a todos los retrovirus,
conocidos cono gag, env y pol, y algunos genes accesorios. El ADN proviral
esta flanqueado por secuencias repetidas conocidas como “repeticiones
terminales largas” (LTRs por sus siglas en inglés) las cudles contienen
promotores que inician la transcripcion y juegan un papel importante en el
tropismo celular y la patogénesis. El gen gag codifica para las tres proteinas
estructurales internas que protegen el material genético. La proteina mds
grande es la de cdpside (CA o P25), que estimula la produccion de
anficuerpos en el hospedero, por lo que es usada como antigeno en
métodos seroldgicos como el Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas
(ELISA por sus siglas en inglés); las otras dos proteinas son la de matriz y la

nucleocdpside (NC o P14). El gen pol codifica para la enzimas que se
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encuentran involucradas en la replicacion e integracion del ADN, las cudles
se conocen como proteasa (PR), retrotranscriptasa (RT), integrasa (IN) vy
dUTPasa. Finalmente, el gen env contiene informaciéon para codificar a las
glicoproteinas de superficie (SU o gp135) y transmembrana (TM o gp4é6). La
proteina SU contiene dominios que son reconocidos por los receptores
celulares, ademdas estimula la produccion de anticuerpos, sin embargo, es
genéticamente variable, asi que la modificaciones en la secuencia de
nucledtidos en esta proteina determina la variabilidad genética de los
diferentes aislados. La proteina de TM tiene la capacidad de fusionarse con
la membrana lipidica de la célula y tiene la ventaja de ser mds conservada
(GAmez-Lucia, 2018). Cada espicula en la superficie del virion estad hecha de
un frimero de proteinas SU conectado a un frimero transmembranal (TM)
(Cheevers, 1997).

Los genes accesorios o también llamados regulatorios se localizan
coincidiendo con las regiones pol y env en diferentes marcos de lectura y
contienen informacion para la sintesis de proteinas que regulan la
replicacion viral. El gen vif es necesario para hacer al virus infeccioso y es
identificado como un factor importante para evadir los mecanismos de
proteccion celular. Por otfro lado, vpr-like tiene una funcion similar a la
proteina vpr en otros retrovirus (transporte del complejo de preintegracion al
nucleo) (Kogan, 2011) y rev que estda involucrada en la regulacion de la

expresion viral (Gomez-Lucia, 2018).
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Integrasa (IN)
Proteasa (PR) | POL

atranscriptasa (RT)
icle ocapside (NC)
—~GAG
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Figura 1. Mapa gendmico de SRLV en donde se indican sus diferentes genes y proteinas
(Minguijén, 2015)

Hasta la fecha se han identificado cuatro genotipos de SRLV. Los genotipos
A y B incluyen cepas tipo Maedi Visna y Ariritis Encefalitis Caprina
respectivamente; las cuales son infecciones comunes alrededor del mundo.
El genotipo C ha sido reportado en caprinos y ovinos de Noruega, mientras
que el genotipo E se ha encontrado en caprinos en regiones delimitadas en
ltalia (Sanjosé, 2015). La heterogeneidad viral de las cepas se encuentra
directamente relacionada con los errores en la transcripcion del ARN viral
causado por la transcriptasa reversa, por lo que estas variaciones deben ser
tomadas en cuenta al desarrollar estrategias de diagndstico y control para

la infeccion (Tu, 2017).

1.2 Situacion de la infeccion por SRLV en México

Desde la década de 1980 se han obtenido datos serolégicos de la infeccion;

sin embargo, no fue hasta el ano 2011 cuando se identifico la presencia del
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genotipo B en el Estado de México (Ramirez, 2011). La investigacion sobre
los SRLV se hizo mds relevante en México en el ano 2007, luego de un
conflicto de importancia econémica que se produjo al exportar ovejas a
Colombia. En 2016, el MVV fue reconocido como endémico en México,
mientras que el virus de la artritis encefalitis caprina ha sido reconocido

desde 1997 por las autoridades sanitarias del pais (Mendiola, 2019).

1.3 Transmision

En cabras infectadas experimentalmente se observd que el calostro vy la
leche contenian titulos de moderados a altos del CAEV (105 TCID/ml) y el
78% de cabritos que tuvieron contacto natural con su madre o con otros
animales infectados se volvieron seropositivos. Teniendo en cuenta o
anterior, el calostro y la leche se consideran las principales fuentes de
transmision vertical y de forma horizontal se consideran el manejo incorrecto
durante la ordena y las causadas por el uso de material punzocortante

contaminado (Herrmann-Hoesing, 2010).

1.4 Tropismo

Las principales células infectadas in vivo son los monocitos y los macréfagos,
doénde la médula ésea actua como reservorio de la infeccion. El virus es
diseminado a través del torrente sanguineo dentro de los monocitos (De
Andrés, 2005). Aunque los transcritos virales se producen principalmente
cuando las células maduran a macrofagos (Tu, 2017), es posible identificar
por PCR el provirus, asi como el virus franscrito en otras células susceptibles
a la infeccion y algunos fluidos entre los que se incluyen los pulmones, fluido
bronquial, calostro, leche, células mononucleares periféricas, gladndula

mamaria, cerebro, membrana sinovial, corazdn, rindn, higado, bazo,
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linfonodos, semen, testiculos, Utero, oviducto y médula ésea (Herrmann-
Hoesing, 2010).

1.5 Signos clinicos

La enfermedad rara vez se observa antes de los dos anos, excepto en el
caso de los cabritos en donde la encefalitis puede ser evidente en los
primeros meses después de la infeccion (De Andrés, 2005). Aunque, la
mayoria de las cabras permanecen asinfomdaticas, al convertirse en
portadoras éstas continian diseminando el virus en el ambiente,

permifiendo la infeccion de mds animales (Tu, 2017).

Después de un periodo de incubacion de varios anos, mds del 30% de los
animales infectados con SRLV presentardn lesiones degenerativas en las
articulaciones, gldndula mamaria y pulmones. Ademds del impacto en el
bienestar animal, la enfermedad causa pérdidas econdmicas considerables
en la industria de los pequenos rumiantes debido al sacrificio temprano,
reduccion en la produccion ldctea vy restricciones en la movilidad de los

animales (Michiels, 2018).

Los lentivirus de pequenos rumiantes inducen una infeccién sistémica en
ovejas y cabras que puede afectar en forma paralela e inmunomediada a
una serie de organos diana, como los son pulmones, sistema nervioso
central, gldndula mamaria y articulaciones. La afeccion clinica parece
depender del tropismo de la cepa de lentivirus de pequenos rumiantes, las
especies afectadas y el origen genético de cada raza o animal. En general,
solo uno de los 6rganos diana tiende a ser afectado, pero no es raro
encontrar varios de ellos afectados en el mismo animal, que varian en

gravedad (Minguijon 2015).

18



1.5.1 Cuadro respiratorio

El sindrome respiratorio se considera el mds relevante en los ovinos, ya que
se presenta de manera mds frecuente que en caprinos. El cuadro clinico
consta de una neumonia intersticial que aumenta el grosor del tabique
alveolar y reduce progresivamente el infercambio de aire en los pulmones
afectados. Las consecuencias a largo plazo son el aumento de la

frecuencia respiratoria y emaciacion (Minguijén, 2015).

1.5.2 Cuadro mamario

Este se puede presentar en ambas especies, generando grandes pérdidas
econdmicas para la industria ldctea. El sindrome implica una mastitis
intersticial difusa periacinar que a menudo aparece con una fibrosis intensa
que modifica profundamente la estructura acinar normal. Es probable que
esto se deba a la replicacion de lentivirus de pequenos rumiantes en
macrofagos o células epiteliales de los acinos, 1o que desencadena una
intensa reaccion inflamatoria, que con mayor frecuencia involucra a los
linfocitos, y eventualmente elimina a las células epiteliales acinares,

reduciendo asi la produccion de leche (Minguijon, 2015).

Los signos clinicos asociados a este sindrome son dificiles de detectar, ya
que la gladndula mamaria presenta un endurecimiento y tumefaccion
difusos, y no dolorosos por lo que solo se hallan al momento de la palpacion.
Por otra parte, la leche no muestra cambios en sus caracteristicas
organolépticas, porlo que casi siempre la manera de sospechar que se tiene
un problema es con el crecimiento retardado en los animales lactantes

debido a la bagja ingesta de leche (Minguijénl, 2015).
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1.5.3 Cuadro artritico

Este cuadro es el mds frecuente en cabras, se basa en una artritis multifocal
muy notoria, donde las articulaciones carpales suelen ser las mds afectadas,
generando una cojera en los animales. Estos signos pueden ser muy severos
ya que el animal puede presentar una severa inflamacidén articular, sinovitis
proliferativa croénica, fibrosis de la cdpsula articular y erosion, y destruccion

del cartilago en etapas avanzadas de la enfermedad (Minguijéon, 2015).

1.5.4 Cuadro neuroldgico

Después de la invasion viral, se presentan lesiones inflamatorias cronicas no
purulentas causando signos neurologicos, por ejemplo, ataxia progresiva,
debilidad de las extremidades posteriores, pardlisis y postracion del animal
(Minguijon, 2015).

1.6 Ciclo de replicacion

La infeccidon comienza cuando el virus se une a su receptor (receptor de
manosa) de la célula diana (Crespo, 2012). En general, la unién al receptor
estd mediada por la proteina de superficie. Esta genera cambios
conformacionales en la subunidad SU, que a su vez, provoca modificaciones
en la subunidad de la proteina TM (que media la fusidn entre la envoltura
viral y la membrana celular). La fusion de las membranas causa la pérdida
de la envoltura, el desensamblaje de la matriz y la liberacion de la cdpside
(Fenner, 2014).

Aunqgue los detalles del siguiente paso no se conocen totalmente, la
evidencia sugiere que el nucleo atraviesa cambios estructurales que son
mediados por proteinas celulares y estos cambios son requeridos para iniciar

el proceso de retfrotranscripcion por la enzima retrotranscriptasa. La
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retrotranscriptasa es una polimerasa dependiente de cebadores que usa
como molde el ARN de cadena sencilla para sintetizar ADN complementario
de doble cadena (ADNc). Primero, el ARN viral se degrada en el proceso,
por lo que los segmentos de genes virales, que son completamente capaces
de funcionar como ARNmM, nunca se traducen en proteinas. Después, el
proceso causa la duplicacion y transposicion de las secuencias virales
especificas que juntas, resultan en la formacién de secuencias repetidas en
el término del ADNc (LTRs). El siguiente paso consiste en que el ADNc forma
parte de un complejo llamado “Complejo de preintegracion” (PIC,
Preintegration complex, por sus siglas en inglés). Este complejo contiene
ademds, a la integrasa y proteinas celulares que favorecen la integracion
del ADNc a la cromosoma de la célula hospedera. La integraciéon es iniciada
por la enzima integrasa la cual se une al ADN de la célula, y el proceso es
dependiente de las intferacciones entre esta enzima y las secuencias LTR del
ADNCc. Los Ultimos pasos son llevados a cabo por enzimas que reparan el
material genético. El ADN integrado se conoce como provirus y su
establecimiento es importante para que pueda ocurrir la expresion proteica
del virus. Coémo Ultimo paso de la replicacion, se da la transcripcion y

traduccion de las proteinas virales y el ensamblaje del virus (Fenner, 2014).
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Figura 2. Ciclo de replicacién de los SRLV. Tomado de Acevedo, 2018
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1.7 Diagndstico

El diagndstico de las infecciones por SRLV se puede readlizar clinicamente,
aungue solo una pequena proporcion de los animales desarrollan signos
clinicos. Por lo que la mejor estrategia para la identificacion de los individuos
infectados es mediante serologia. Entre las opciones que se disponen estan
las pruebas de Inmunodifusion en Gel de Agar (IDGA), la
inmunoprecipitacion (RIPA), el radioinmunoensayo (RIA), el Western blot
(WB) y el Ensayo Inmunoalbsorbente Ligado a Enzimas (ELISA) (De Andrés,
2005).

Sin embargo, es importante mencionar que no existen pruebas con un 100%
de especificidad y sensibilidad. Por otra parte, estas pruebas también deben
de caracterizarse para determinar su repetibilidad, la cual se asocia con las
variaciones intraplacas, es decir, aquellas que se dan entre los diferentes
pozos en una misma placa (Brinkhof, 2007). Ademds de las consideraciones
técnicas respecto al uso de las pruebas seroldgicas comercialmente
disponibles, otros de los problemas a considerar son la respuesta inmune
lenta en los animales y la heterogeneidad genética de los epitopos debido
a los diferentes genotipos que existen; ademds, se estima que la tasa de

mutacion es de 0.2-2 mutaciones por genoma por ciclo. (Brinkhof,2007).

Puesto que no existe una prueba de oro, las estimaciones de rendimiento se
hacen con alguna otra prueba, por ejemplo kits comerciales previomente
estandarizadas (De Andrés, 2005)

Después de la seroconversion, el nivel de antficuerpos se eleva y luego
disminuye a un nivel mds bajo pero estable; aunque algunos estudios han
reportado un grado de intermitencia en los niveles de anticuerpos. Esto
quiere decir que algunos animales pueden presentar respuestas

intermitentes en los ensayos, pero las razones de estas fluctuaciones aun se
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desconocen. Lo anterior puede ser la causa de resultados falsos negativos
en algunas pruebas seroldgicas. Asi mismo, se puede producir una pérdida
de anticuerpos después de la aparicion de signos clinicos. El alcance de
este fendmeno es variable ya que algunos reportes indican que solo 1/10 o
2/10 animales mostrardn este fipo de fluctuaciones. En cualquier caso, esto
puede constituir un factor de confusidon en el diagndstico seroldgico de la

infeccion causada por SRLV (Tu, 2017).

1.7.1 Prueba de inmunodifusion en gel de agar

Esta prueba utiliza el virus completo obtenido del sobrenadante de cultivos
celulares disgregadas por detergentes u ofros tratamientos y se detectan

anficuerpos contra la proteina de cdpside y de superficie (De Andrés, 2005).

Generalmente el IDGA es considerada como una prueba altfamente
especifica y era usada como un estandar de oro, pero una gran desventaja
es que su sensibilidad es limitada, la cudl ha sido reportado en algunos
estudios, variando desde el 14.7% hasta el 97.3% (De Andrés, 2005), por lo
que no esrecomendable su uso como prueba de referencia (Brinkhof, 2007).
La linea de precipitacion antigeno-anticuerpo se puede observar dentro de
24 horas, pero los resultados deben ser leidos a las 48-72 horas. Ofra

desventaja es que no se puede usar con muestras de leche (Tu, 2017).

1.7.2 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

La prueba de ELISA es econdmica, puede ser automatizada, funciona para
una amplia variedad de matrices de diagndstico (leche, suero, plasma vy
semen) y permite interpretaciones cuantitativas. Estas ventajas la hacen el
método de eleccidon para programas de monitoreo y vigilancia (Michiels,
2018) porlo que en la mayoria de los paises el diagndstico de laboratorio de

rutina para la infeccién por SRLV se basa en pruebas de ELISA (Tu, 2017).
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Varios ELISAs indirectos y competitivos han sido desarrollados usando
antigenos de una o multiples cepas, pero una de las dificulfades que se
enfrenta es el surgimiento de nuevas variantes. Lo que reduce el rango de
detecciéon de los kits. Ademas, la lenta seroconversidon de los animales que
recienfemente son infectados, la tendencia de los anticuerpos a fluctuar
durante el primer mes post-infeccion y las diferencias individuales entre
cabras y borregos en el desarrollo de la respuesta inmune, hacen que los
resultados negativos en el ELISA no reflejen el verdadero estatus del animal.
También es importante considerar los problemas con la sensibilidad, que
pudieran generar falsos negativos que harian declarar un rebano como no

libre de infeccidn, sin que lo sea (Michiel, 2018).

Estas pruebas pueden ser ampliamente categorizadas en ensayos que usan
virus completos, proteinas recombinantes o péptidos sintéticos como
antigenos, o ELISAs competitivos basados en el uso de anticuerpos

monoclonales (De Andrés, 2005).

1.7.3 ELISAs que utilizan virus completo

En este tipo de ensayos, los valores de sensibilidad variaron de un rango de
92% a 100% (De Andrés, 2005).

1.7.4 ELISAs recombinantes

Entre los antigenos usados se incluyen proteinas recombinantes codificadas
por el gen gag, proteinas de tfransmembrana o de superficie. También se
han utilizado péptidos sintéticos derivados de la p25 o de la gp40. La
sensibilidad de estos ensayos tiene una variacion tan grande que va desde
el 40% hasta el 100%, mientras que se han encontrado altos valores de
especificidad (De Andrés, 2005).
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Otro punto es que se sabe que los ELISAs que utilizan antfigenos
recombinantes combinados son mds sensibles que aquellos que solo utilizan
uno (De Andrés, 2005). Por ejemplo, se demostrd que el uso de anfigenos
derivados de virus filogenéticamente diferentes genera resultados falsos
negativos. Por lo tanto, en un entorno de diagndstico la combinacion de al
menos dos péptidos especificos de un subtipo es necesaria para cubrir una
amplia gama de infecciones. Los resultados sugieren que los ELISAs que
utilizan virus completos tienden a ser mads sensibles que los ELISAs
recombinantes Unicos. Sin embargo, en algunos estudios se ha observado
que, con la inclusion de un antigeno interno y uno de la envoltura en el
ensayo, es posible alcanzar sensibilidades y especificidades equivalentes a

los ELISAs de virus completos (Tu,2017).

Una de las ventajas de los ELISAs indirectos (ELISAI) es que no requieren la
produccion de anticuerpos monoclonales, sin embargo, el suero usualmente
se diluye de 1:10 y hasta 1:100 para minimizar la senal de fondo. Con esta
dilucion, existe un tipico incremento en el nUmero de falsos negativos ya que
un débil positivo diluido puede dar un resultado negativo (Herrmann-
Hoesing, 2010).

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, por sus siglas en inglés) en
su “Manual terrestre de la OIE” indica que las preparaciones de virus
completos deben contener tanto gpl35 como p25. Los antigenos
recombinantes o los péptidos sintéticos se producen generalmente a partir
de segmentos completos o parciales de los genes gag o env y pueden
usarse en combinacion. Asi, los productos recombinantes de los genes gag
o env unidos con la proteina de fusidon glutation-S-transferasa y producidos
en Escherichia coli constituyen una fuente constante de antigeno para

distribucién y estandarizacion de pruebas internacionalmente (OIE, 2018).
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1.7.5 ELISAs competitivos

Se han desarrollado algunas cuantas pruebas competitivas basdndose en
la competicidn entre los antficuerpos en el suero del animal y los antficuerpos

monoclonales dirigidos en contra del antigeno del virus (Andrés, 2005).

Una de las ventajas del ELISA competitivo es que el suero se utiliza sin diluir y
si hay anticuerpos presentes en él, estos inhibirdn la unidén del anticuerpo
monoclonal al epitopo especifico en la proteina viral, sin embargo, pruebas
altfamente sensibles y con baja especificidad pueden generar falsos

positivos (Herrmann-Hoesing, 2010).

1.7.6 Kits de ELISA comerciales

En un estudio realizado por Michiel et al., (2018) se observd que el Eradikit™
mostrd una sensibilidad del 96% y una especificidad del 99.4% comparado
con el IDAG. Ademds, fue el Unico kit capaz de detectar la presencia de

anticuerpos a las dos semanas post-infeccion (Michiels, 2018).

El kit comercial CAEV cELISA antibody test kit (VMRD,Inc.) utiliza una
microplaca de 96 pozos que contienen el antigeno CAEV-63 SU capturado
y el anticuerpo monoclonal (mAB) GPB 74°, el cual compite por unirse con
los anficuerpos de un suero sin diluir de una cabra infectada. En un estudio
llevado a cabo por Herrmann et al., (2003) se concluyd que esta prueba
tiene un 100% de sensibilidad y un 96.4% de especificidad. Ademds, es capaz

de detectar anticuerpos en calostro y leche (Herrmann, 2003).

La OIE sugiere que deben ser usadas un minimo de 300 muestras positivas y
1000 muestras negativas para estimar la sensibilidad y especificidad

preliminar, respectivamente (De Andrés, 2005).
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1.7.7 Radioinmunodifusion (RIA) y radioinmunoprecipitacion (RIPA)

Estas pruebas no son consideradas como de monitoreo debido a su alto
costo y consumo de tiempo (Andrés, 2005). El radiomarcado de grandes
lotes de virus requiere tiempo, reactivos y documentacion y RIPA requiere
de al menos 5 dias una vez que se obtiene el virus radiomarcado. Muchos
laboratorios de diagndstico veterinario no tienen la capacidad de ejecutar
RIPA. Ademds, los laboratorios de investigacion de referencia estdn
reduciendo el uso de reactivos radiactivos debido al riesgo para los

operadores, aumento del papeleo y el costo (Herrmann-Hoesing, 2010).

1.7.8 Western blot (WB)

La especificidad es representada por una banda de confirmacion y el
correcto peso molecular (Tu, 2017). En estudios realizados en anos anteriores
se mostré que el Western blot es mds sensible que la prueba de AGID,
mientras que otros investigadores han determinado que el WB es igual o mas
sensible que el ELISA (De Andrés, 2005).

Ofras investigaciones documentan el uso del Western blot para la
confirmacion o descarte de los resultados obtenidos por otras pruebas tales
como el ELISA o el AGID para resolver los resultados en los monitoreos
serolégicos. Cabe destacar que es el método mds usado para este fin (De
Andrés, 2005).

1.7.9 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Las infecciones causadas por el CAEV persisten debido a la integracion del
ADN proviral en el genoma celular seguido por la replicacion en las células

del sistemainmune, porlo que las técnicas de biologia molecular tales como

las PCR pueden ser usadas para detectar el ADN proviral (Tu, 2017).
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Las secuencias objetfivo para los cebadores varian en todo el genoma e
incluyen como blancos alos genes LTR, gag, pol y env. Puesto que la enzima
transcriptasa inversa carece de una funcion de correccion, durante la
replicacion del virus tiende a generar mutaciones que aparecen en un
rango que va de 1 error por cada 105 nucledtidos. Aunque cabe recalcar
que, dependiendo de la presion en la seleccion aplicada a las diferentes
regiones genéticas, se pueden seleccionar aquellas mds conservadas. En
este sentido, las regiones pol y LTR son mdas conservadas comparadas con
gag, mientras que aquellas pertenecientes al gen env son las mas variables
(De Andrés, 2005). Sin embargo, se conoce una region de la proteina de
envoltura conocida como SU5 que debido a que es inmunodominante,
suele ser utilizada como antigeno en pruebas de diagndstico tales como el
ELISA (Bertoni, 2012)

Existen dos dificultades principales en el desarrollo de PCRs que puedan ser
Utiles para el diagndstico de SRLV: el primero, es la variacion entre cepas y
el segundo, es la baja carga viral presente en los animales infectados (De
Andrés,2005).

El uso de las células mononucleares de sangre periférica como células diana
en la PCR punto final es muy comun. Sin embargo, como solamente 1 de
cada 10¢ leucocitos se infecta por el virus, esta técnica puede fallar al
identificar el agente viral ya que la carga viral y proviral puede estar por
debajo del limite de deteccién (De Andrés,2005). Por lo que la prueba de
PCR tiende a ser menos sensible que algunas pruebas de ELISA, asi que
podemos inferir que un resultado positivo tanto en serologia como en PCR
indicaria una infeccién persistente en el animal (Herrmann-Hoesing,2010).
Una ventaja relevante de la PCR es que tiende a detectar a los animales
infectados antes de que se presente la seroconversion, por lo que, como se

menciond anteriormente, se sugiere que una combinacién de PCR vy
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serologia puede ser 6ptimo para detectar a los animales infectados (De
Andrés,2005).

1.8 Produccion de proteinas recombinantes

La implementacion de la tecnologia del ADN recombinante es uno de los
grandes avances en el drea de la Biotecnologia. La misma permite transferir
genes de una especie en el genoma de ofra especie, con la finalidad de
utilizar la maquinaria metabdlica de esta Ultima para producir una proteina

gue no sintetizaria de forma natural (Alvarado, 2019).

Las proteinas recombinantes se expresan generalmente usando sistemas
bacterianos, levaduras, plantas fransgénicas, células de mamiferos y células
de insectos. Ventajas como la biologia celular bien entendida, el manejo
sencillo, el uso de un medio de crecimiento simple, el crecimiento celular
rapido, el proceso de fermentacion simple, los altos rendimientos del
producto, la produccidon rentable vy la facilidad de manipulacion, hacen de
E. coli, sea una eleccidon popular entre los sistemas bacterianos para la

expresion de proteinas (Tripathi, 2016).

La seleccion de las cepas hospederas depende de la naturaleza de la
proteina heterdloga. Generalmente, las cepas de E. coli By K12 se usan para
la expresion de proteinas recombinantes. Rosetta (BLR (DE3)) y BL21 (DE3) se
usan para proteinas que contienen grandes cantidades de codones raros
para E. coli. La proteina de interés puede expresarse como cuerpos de
inclusiéon o en formas solubles y secretoras. La cepa BL21 es preferida en el
dmbito industrial; ademads de carecer de las proteasas Lon y Omp-t (lo cual
reduce considerablemente la degradacion de la proteina dentro de la
bacteria), también produce bajas cantidades de acetato (un subproducto

metabdlico altamente indeseable) (Lara, 2011).
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Uno de los principales inconvenientes de este sistema es la obtencion de
productos recombinantes en un estado no funcional, ya que no se
producen modificaciones postraduccionales. Otras desventajas son el
plegamiento inadecuado de proteinas, carga metabdlica mediada por
proteinas y estrés, problemas de endotoxinas y poca secrecion (Tripathi,
2006).

1.8.1 Vectores de expresion

La informacion genética de la proteina a producir usualmente se inserta en
un vector de expresion (OIE, 2018). Los diferentes vectores de expresion de
E. coli (pET, pQE, pBAD y pUC) con etiquetas de fusion tales como
hexahistidina (é6x His-tag), proteina de unidn a maltosa (MBP) y glutation S-
transferasa (GST) se usan ampliamente para proteinas recombinantes
(Tripathi, 2016).

1.8.2 Promotores

El sistema promotor T7 presente en los vectores pET es el mds popular para
la produccidn de proteinas recombinantes con una expresion de alto nivel

de la proteina diana (Tripathi, 2016).

1.8.3 Proteina SUMO

La proteina pequena modificadora similar a la ubiquitina (SUMQO) de
Saccharomyces cerevisiae Smt3, es una forma de modificacion
postraduccional que participa en el transporte nuclear-citosdlico, la
apoptosis, la activacion y estabilidad de la proteina, la respuesta al estrés y
el ciclo celular. Cuando se usa como una proteina transportadora N-
terminal durante la expresién procariota, SUMO promueve el plegamiento y

la estabilidad estructural, lo que conduce a una produccion funcional
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mejorada en comparacion con la proteina no etiquetada. A diferencia de
GST y MBP, SUMO no sirve en si mismo como un medio para la purificacion
de proteinas de fusion; sin embargo, el Hisé en serie con la etiqueta SUMO se
ha establecido para facilitar la purificacidon de las proteinas de fusidon
(Young, 2012).

1.8.4 Antibioticos

Los antibidticos como la ampicilina, la kanamicina y la tetraciclina se usan

para prevenir el crecimiento de células libres de plasmidos (Tripathi, 2016).

1.8.5 Purificacion

Se usan varias etiquetas en la expresion de proteinas recombinantes para
mejorar la solubilidad de las proteinas, ayudar en la deteccion por Western
blot usando anticuerpos comerciales disponibles y purificaciones de

afinidad en un solo paso (Tripathi, 2016).

La cromatografia de afinidad con metal inmovilizado se usa para purificar
proteinas etiquetadas con polihistidinas usando resinas de sefarosa de dcido
nitrilotriacético cargadas de niquel. Las proteinas unidas se eluyen
disminuyendo el pH del tampdn o aumentando las concentraciones de
imidazol (Tripathi, 2016).

1.9 Diseno de péptidos sintéticos

Gracias a los avances alcanzados en el drea de bioinformdtica se pueden
disenar secuencias peptidicas que se asemejen a los epitopos mMdas
relevantes de las proteinas virales. Los péptidos sintéticos que mimetizan
epitopos especificos de proteinas se utilizan tanto en el diseno molecular de
vacunas, como en el desarrollo de sistemas de diagndstico para la

deteccion de un gran nUmero de enfermedades infecciosas, ya sean de
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origen parasitario (da Silveira et al, 2001; Noya et al, 2003 citado en Pérez,
2007), bacteriano o viral (Alcaro et al, 2003 citado en Pérez 2007).

El procedimiento por seguir incluye el conocimiento de la(s) secuencia(s) de
nucledtidos, seguido del alineamiento y la traduccion de los nucledtidos a
aminodcidos para asi poder enconfrar zonas conservadas en las que se
identifiquen los epitopos lineales, con ayuda de programas bioinformdaticos.
Una vez identificadas las secuencias de aminodcidos de los péptidos, éstas
pueden ser enviadas a una empresa para su sintesis quimica. Entfonces cabe
resaltar la importancia de contar con toda la informacién accesible sobre
la proteina en estudio. Para esto, se pueden ufilizar programas
bioinformdaticos en la busqueda de datos generales o especificos,

contenidos en algunas bases de datos (Avila, 2018).

1.9.1 Caracteristicas de los péptidos

Un péptido debe ser soluble en las condiciones experimentales en las cuales
serd usado, aunque es posible fijar antigenos a proteinas de acarreo, en
presencia de detergentes. Por otra parte, los péptidos no se pueden plegar
como los polipéptidos largos, en los que las extensiones de los residuos
hidrofébicos se encuentran inmersos dentro de una estructura en tercera
dimension y debido a que los péptidos son cortos, incluso un pequeno grupo
de residuos hidrofébicos pueden hacerlos insolubles, en consecuencia, se
ha observado que péptidos extremadamente hidrofébicos forman geles en
solucion. Otfro aspecto que considerar es que la acetilacion N-terminal y la
amidacion C-terminal son usadas para preservar la actividad bioldgica o
haciendo al péptido lo mds parecido a la secuencia interna de la proteina;
ademds la acetilacion o “capucha™ de la terminal amino, ayuda al correcto

plegamiento de las secuencias peptidicas (Angeletti, 1999).
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Los péptidos con residuos especificos eliminados o como cadenas laterales
desprotegidas pueden ser antigenos mds potentes que la secuencia natural
seleccionada. En este senfido, debido a que las regiones ricas en cisteina
(Cys) de las proteinas pueden tener puentes disulfuro, estos residuos son a
menudo anadidos a los péptidos para hacer posible una ligadura cruzada
a una proteina acarreadora o la formacion de horqguillas; sin embargo, un
péptido sintetizado con varios residuos de cisteina puede ser dificil de
manejar y el anticuerpo podria no reconocerlo. A su vez, muchos residuos
de Cys podrian generar la formacion de agregados de unidén covalente. En
contraparte, aquellos péptidos lineales con un nimero reducido de Cys
podrian entonces no representar a la proteina en si, generando cambios en
su estructura. Respecto al tamano, la mayoria de los péptidos antigénicos
varian en un rango de 12 a 16 residuos de modo que son relativamente
faciles de sintetizar. Aquellos que son menores a 9 residuos han sido
antigenos efectivos, pero ya que los péptidos mayores a 12 residuos pueden
contener varios epitopos se sugiere mds su uso. Finalmente, aquellos que
exceden de 20 residuos presentan mayores dificultades para su sintesis
(Angeletti, 1999).

Para el diseno de péptidos se dispone de programas bioinformdticos de
edicion y bases de datos, enfre los que se encuentran el GenBank (NCBI) y
BioEdit (Avila, 2018).

1.9.2 Programas bioinformdticos

Hopp y Woods (1981) han desarrollado un método para la prediccion de
determinantes antigénicos. El enfoque de Hopp y Woods ha sido modificado
para tomar en cuenta el hecho de que los sitios antigénicos se encuentran
en la superficie de la proteina y la mayoria de los residuos de superficie son
antigénicos. Parker et al (1986) usaron fres pardmetros: hidrofilicidad,

accesibilidad vy flexibilidad. Por otro lado, Welling et al., (1985) calcularon el
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valor de antigenicidad para cada aminodcido, por su frecuencia de
ocurrencia en los epitopos y usaron estos valores para predecir epitopos.
Kolaskar y Tongaonkar (1990) encontraron que los valores de propensidad
antigénica (Ap) para Cys, Valy Leu, y ya que, al ser aminodcidos hidrofilicos,
cuando estos residuos se encuentran en la superficie, es probable que sean
parte de determinantes anfigénicos. También encontraron que los
aminodcidos Ser, Lys, Thr, Glu y Ala se observan con mucha frecuencia en

los determinantes antigénicos.

1.9.3 Programa Predicting Antigenic Peptides

Este programa predice aquellos segmentos dentro de una secuencia de
proteinas que es probable que sean antigénicos e induzcan una respuesta
de anticuerpos (Universidad Complutense de Madrid, 2017).

Los péptidos antigénicos determinados por el método de Kolaskar vy
Tongaonkar (1990), predicen la aparicidon de residuos de aminodcidos en
epitopos segmentarios conocidos experimentalmente, reflejdndolos en una
tabla y grdficas. Los segmentos solo se reportan si tienen un tamano minimo
de 8residuos. La exactitud informada del método es aproximadamente del
75% (Universidad Complutense de Madrid, 2017).
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2. Justificacion

La infeccidon causada por SRLV genera pérdidas econdmicas directas, tales
como la disminucion de la vida productiva y de la cantidad de leche
producida; una menor duracion del periodo de lactancia, predisposicion a
infecciones bacterianas en gldndula mamaria, reduccion en los niveles de
grasa y proteina en leche, lo que afecta la calidad ldcteq, y por ende, la
elaboracion de subproductos como el queso, cajeta, entre otros. Mientras
que las pérdidas indirectas estdn asociadas con la devaluacion del rebano

y las barreras comerciales para la comercializacion de animales.

En México, el genotfipo mds ampliamente distribuido en cabras es el B
(Ramirez, 2011; Mendiola, 2019; Acevedo, 2018). Debido a que el confrol de
los SRLV depende de la deteccidn temprana para la separacion y
eliminacion de los animales infectados, es importante monitorear el estado
serologico de los animales de un rebano para asi identificarlos. Por lo que
generar una prueba de ELISA nacional, para la deteccién de anticuerpos
contra lentivirus en cabras, permitird mejorar sustancialmente el costo del
diagnodstico, que actualmente se realiza con pruebas comerciales, de

importacion.
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3. Hipétesis

Con el uso de proteinas recombinantes y péptidos sintéticos derivados de
lentivirus del genotipo B, en una prueba de ELISA indirecta, se logrard una
alta sensibilidad y especificidad en la deteccidn de anticuerpos contra el

virus, igual o mayor a la obtenida con ELISAs comerciales.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Desarrollar ELISAs indirectas basados en el uso de la proteina recombinante
p25 codificada por el gen gag y/o péptidos sintéticos derivados de la

proteina de envoltura pertenecientes a lentivirus caprinos del genofipo B.

4.2 Objetivos particulares

1. Clasificar las muestras séricas segun su estatus seroldgico (seropositivo o
seronegativo) a partir de un banco de plasmas proveniente de caprinos de
diferentes estados del pais evaluados previomente con dos ELISAs

comerciales.

2. Producir la proteina recombinante de cdpside p25 de lentivirus genotipo
B1 ufilizando el vector de expresion pET SUMO vy redlizar la purificacion

mediante cromatografia de afinidad por metales inmovilizados.

3. Anadlizar las secuencias nucleotidicas de las proteinas codificadas por el
gen env de los genotipos virales tipo B disponibles en el GenBank, incluyendo
la generada en México, para deducir los aminodcidos correspondientes y
utilizarlas en el diseno de péptidos sintéticos que constituyan epitopos

importantes de estas proteinas.

4. Estandarizar pruebas de ELISA con la proteina recombinante p25 y/o los

péptidos sintéticos del genotipo B

5. Determinar los valores predictivos del ELISA desarrollado realizando un
andlisis comparativo de los resultados obtenidos con los ELISAs comerciales

y el ELISA de proteinas recombinantes y/o péptidos sintéticos.
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5. Material y métodos

5.1 Muestras

Se seleccionaron 396 muestras de plasmas caprinos que fueron obtenidas
de los estados de Veracruz, Estado de México, Querétaro, Sinaloa, Coahuila,
Guanajuato, Tlaxcala, Sonora, Durango y Baja California Sur (cuadro 1), de
animales de diferente edad, raza, fin zootécnico y sexo (cuadro 2). Las
cuales fueron previamente evaluadas con el kit comercial Small Ruminant
Lentivirus Antibody Test Kit, cELISA (VMRD, EUA), un ELISA competitivo cuyo
antigeno es la proteina SU obtenida de una cepa tipo CAEV, como por el
kit Eradikit™ SRLV (IN3, Italia) que es un ELISA indirecto que utiliza como
antfigenos péptidos de la proteina de TM, MA y CA del genotipo Ay B. Como
estdndar de oro se emplearon muestras con resultados concordantes

(positivos o negativos) en ambas pruebas comerciales.
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Cuadro 1. Estados de la Republica de donde se obtuvieron las diferentes
muestras de plasmas caprinos

Baja California Sur 37
Coahvuila 24
Durango 33
Estado de México 42
Guanajuato 21
Querétaro 11
Sinaloa 69
Sonora 18
Tlaxcala 9
Veracruz 57
Sin dato 5
Total 396

Cuadro 2. NUmero de machos y hembras caprinos evaluados para la
deteccion de anficuerpos contra SRLV uftilizando pruebas comerciales.

Sexo Total de muestras

Machos 21
Hembras 375

Cuadro 3. NUmero de animales positivos y negativos evaluados para la
deteccién de anticuerpos contra SRLV utilizando pruebas comerciales.

Total de positivos Total de negativos

172 224
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5.2 Construccion de la p25

5.2.1 Diseno vy sintesis de iniciadores

Los oligonucledétidos se disenaron con base en la secuencia nucleotidica de
la regidn genética que expresa la proteina de cdpside, la secuencia de
referencia se puede consultar con el niUmero de acceso HM210570 en el

banco de datos GenBank, la cual se muestra a continuacion:

CCAATAGTAGTIGCAAGCAGCAGGAGGGAGAAGCTIGGAAGGCAGTAGA
CTCAACAATGTTCCAACAACTGCAAACAGTAGCAATGCAACATGGCCTICGT
GICTGAGGACTITGAAAGGCAGITAGCATATTATGCTACTACCTIGGACAAGT
AAAGATATACTAGAAGTATTIGGCCATGATGCCTGGGAACAGAGCTCAAAA
GGAGCTAATTICAAGGGAAACTAAATGAGGAAGCAGAAAGGTGGAGAAG
GAACAATCCACCACCTCCAGCAGGAGGAGGATTAACAGTIGGATCAAATTA
TGGGAGTAGGACAAACAAATCAGGCAGCAGCACAAGCTAACATGGATCA
GGCAAGACAAATATGCCTACAATGGGTAATATCAGCCITAAGAGCAGTAA
GGCATATGGCTCACAAACCAGGGAATCCAATGTTAGTAAAACAAAAAACA
AATGAGTCATATGAAGACTITGCAGCAAGACTGCTAGAGGCAATAGATGCA
GAGCCGGITACACAGGCCATAAAAGAATATCTAAAGCTAACATTATCTTATA
CAAATGCATCATCAGATIGTCAGAAGCAGATGGATAGAGTACTAGGCCAG
AGAGTACAACAGGCTAGTIGTGGAAGAAAAGATGCAAGCATGTAGAGATGT
AGGATCAGAAGGATTCAGAATGCAA

Posteriormente, se obtuvo la secuencia proteica deducida de un peso
calculado de 37.5 kDa:

PIVVQAAGGRSWKAVDSTMFQQLQTVAMQHGLVSEDFERQLAYYATTWTSKDILEVL
AMMPGNRAQKELIQGKLNEEAERWRRNNPPPPAGGGLTVDQIMGVGQTNQAAA
QANMDQARQICLQWVISALRAVRHMAHKPGNPMLVKQKTNESYEDFAARLLEAIDA
EPVTQAIKEYLKLTLSYTNASSDCQKQMDRVLGQRVQQASVEEKMQACRDVGSEGF
RMQ

5.2.2 Obtencion de cDNA

A partir de cultivos celulares de membrana sinovial de fetos caprinos

infectados con el virus FESC-752 y con ayuda del kit SuperScript™ Ill Reverse
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Transcriptase (Invitrogen™,EUA) se obtuvo el cDNA necesario para la

clonacion de la proteina de cdpside (Gonzdlez, 2018). Para corroborar la

integridad del cDNA se realizd una PCR anidada (cuadro 3) previamente

estandarizada (Acevedo, 2018). Posteriormente, los productos obtenidos se

separaron en geles de agarosa al 1% por electroforesis.

5.2.3 Amplificacién por PCR

Cuadro 4. Condiciones y reactivos utilizados para la PCR que amplifica la
region genética que expresa la p25 de SRLV

Desnaturalizacion inicial

Desnaturalizacion

Alineamiento

Extension final

Reactivo
Buffer 10x
dNTPs 10 um
Oligo Fw

Oligo RV
MgCls

Taqg polimerasa
Agua grado biologia molecular
Volumen
cDNA
Volumen final

95°C 2 min

I ciclo

95° C 30 seg

35 ciclos

50.4-61.0 °C 90 seg
35 ciclos

72°C 10 min

Iciclo

Cantidad
2 ul
0.40 pl
1l

1 i

2 ul
O0.10 ul
11.50
18 ul
2 ul
20
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Es importante mencionar que para encontrar las condiciones 6ptimas de
alineamiento se utilizd un gradiente de temperatura (cuadro 5).

Cuadro 5. Gradientes de temperaturas utilizadas en la PCR para encontrar
la temperatura dptima de alineamiento para amplificar P25

Identificacion Temperatura

T 50.4° C
T2 53.0°C
13 55.8° C
T4 58.5° C
T5 61.0°C

Después de seleccionar la temperatura de alineamiento 6ptima, se realizé
otra PCR para aumentar el volumen de reaccion.

5.2.4 Clonacion de p25 en el vector pJet 1.2/Blunt

Con el aumento de volumen de reaccidn, el producto fue separado por
electroforesis y se purifico la banda utilizando el kit comercial Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega, EUA) de acuerdo con las instrucciones

del fabricante (Anexo 1).

Después, se realizd la ligacion en el vector pJet 1.2/Blunt (Thermo Scientific™)

con los siguientes reactivos (cuadro 6) e indicaciones.
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Cuadro 6. Mezclas de reaccion utilizadas para la ligacion del inserto en el
vector pJlet 1.2/Blunt.

Componente Volumen

Buffer de reaccion 2x 10
Producto purificado de PCR 1l
Vector plet 2.1 blunt (50 ng/ul) 1l
Agua libre de nucleasas 7 Ml
DNA Ligasa T4 1 ul
Volumen fofal 20 |

Todos los reactivos mostrados en la tabla anterior se homogeneizaron
mediante el uso de un agitador tipo Vortex. La ligacion se incubd a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Posteriormente el pldsmido con
inserto se utilizd para transformar células E coli Top 10 mediante choque
térmico (el cual se realizdé colocando el vial de células durante 10 minutos
en hielo, posteriormente 30 segundos en calor y finalmente T minutos con 30
segundos en hielo). Las bacterias se crecieron en medio liquido LB con
ampicilina y se dejaron incubar 16 h a 37° C. Al finadlizar el periodo de
incubacion se sembraron 5 colonias en una placa de agar LB mdas ampicilina

y se dejaron incubar 24 horas a 37° C.

Luego se realizd la extraccion del ADN plasmidico con el kit comercial
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems (Promega, EUA) de

acuerdo con las instrucciones del fabricante (Anexo 2).

Con el ADN plasmidico se realizd una PCR y posteriormente los productos de
amplificacion fueron separados en un gel de agarosa por electroforesis para

comprobar las clonas que contenian el inserto esperado.
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Como paso siguiente, se selecciond la colonia que contenia los plasmidos
cuya banda se observaba con una mayor intensidad y se realizd la PCR para
aumentar el volumen de reaccion. Se realizd la purificacion de la reaccion
con el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,

EUA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

5.2.5 Subclonacion de p25 en el vector Champion pET SUMO

Con el pldsmido que contenia el inserto y que fue purificado en los pasos
anteriores se realizd la ligacion al vector Champion™ pET SUMO Expression

System (Invitrogen™,EUA) de acuerdo con las siguientes instrucciones:

Se realizd una dilucidn 1:4 del inserto en agua destilada y se agregd Tl ala
mezcla. Se anadidé 1 ul de buffer contenido en el kit comercial, 2 ul del
vector pET SUMO, 5 ul de agua y 1ul de ligasa. Posteriormente se agregaron
3 ul del plasmido con el inserto a las células E coli Top 10. El paso siguiente
fue la tfransformacién, la cual se realizé colocando el vial de células
durante 10 minutos en hielo, posteriormente 30 segundos en calor y
finalmente 1 minuto con 30 segundos en hielo. Finalmente se agregaron

250 pl de medio SOC vy se dej6 incubar una hora a 37° C.

Después las células E. coli se dejaron crecer en medio sélido LB mas
kanamicina y se dejaron incubar toda la noche a 37° C. Al finalizar el tiempo
de incubacion, se seleccionaron 5 colonias y se sembraron en medio liquido
LB.

Posteriormente se procedié a realizar la extraccion del pladsmido mediante
un kit comercial. A continuacion, en un gel de agarosa se cargaron las

muestras para observar aquellas que contenian el inserto.

45



5.2.6 Orientacion del inserto de P25

Para confirmar que los pldsmidos tuvieran el inserto con la orientacion
correcta, se realizd una PCR utilizando los iniciadores Fw SUMO (incluido en
el kit comercial) y el Rev-p25, el cudl fue disenado previamente con el

programa Lasergene (DNASTAR).

5.2.7 Transformacion y expresion en BL21 p25

Después se realizd la tfransformacion quimica de las células E. coli BL21
(choque de temperatura y cloruro de calcio) y se dejé crecer en 5 ml de
medio liquido LB mds 25 yl de kanamicina (pre-cultivo 1). Como siguientes
pPasos se realizaron 2 pre-cultivos (cuadro 7).

Al finalizar la incubacién se procedio a leer la densidad optica (D.O.) del
cultivo mediante espectofotometria y dado que se encontraba en la D.O.
adecuada (0.3), se continud con la induccién con 500 ul (1 mM) de IPTG. Se
dejo incubar 16 h a 37° C. A continuacion se tomaron 75 ul del cultivo, se
agregaron 25 ul de bufferreductor 1Xy se guardd a -20° C hasta el momento
de realizar la electroforesis.

Cuadro 7. Diferentes pre-cultivos utilizados para el crecimiento de E. coli
BL21

Pre-cultivo Condiciones

| 5 ml de medio LB, 20 pl del inoculo y 25 yl de kanamicina.

Incubacién a 37° C durante 24 h.

| 20 ml de medio LB, 100 yl de kanamicina y 100 ul del precultivo .

Incubacién a 37° C durante 24 horaos.

]| 500 ml de medio LB,18 ml del precultivo Il.
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5.2.8 Determinacion de formacion de cuerpos de inclusion

Después de la incubacion, el cultivo se separd en tubos Falcon™ de 50 mly
se cenfrifugaron a 6000 rpm por 15 minutos. Al término del este paso, el
sobrenadante fue decantado y el pellet fue resuspendido en 25 ml de agua
destilada, para después homogeneizarlo con ayuda de un agitador tipo
Vortex. Posteriormente se centrifugd a 6000 rom por 15 minutos y el pellet

resultante fue resuspendido en 500 ml de Buffer Tris HClI 5mM.

El siguiente paso fue preparar un gel SDS-PAGE donde se cargd la muestra
con la finalidad de observar si la proteina se habia expresado
correctamente. Lo siguiente fue corroborar los resultados anteriores por

medio de un Western blot (Anexo 3) con las mismas muestras.

Posteriormente se rompieron las células con ayuda del homogeneizador
Gaulin (Manton-Gaulin,EUA). Finalmente se recolectd el lisado en tubos
Falcon™ de 15 ml, se tomaron 75 ul y se colocaron en tubos Eppendorf™, y
el restante fue centrifugado a 6000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante
(fase soluble) se colocd en un matraz de 500 ml y almacenado a 4° C,
mientras que el pellet (fase insoluble) se congeld a -20° C hasta la realizacion
del siguiente paso. se tomaron 75 ul de la fase soluble y se le agregaron 25

ul de buffer 1X y almacenaron a -20° C hasta su uso.

Para determinar la fase en la que se encontraba la proteina de cdpside, se
prepararon 2 geles SDS-PAGE y se corrieron las muestras previomente
mencionadas. Un gel fue tenido con azul de Coomasie y el ofro se utilizd

para realizar un Western blot.

5.2.9 Purificacion por IMAC a partir de la fase soluble condiciones nativas

A continuacién, se procedid a purificar mediante cromatografia de afinidad

por metales inmovilizados, utilizando columnas HisTrap™ de 5 ml con el
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cromatégrafo GE AKTA Prime Plus Liquid Chromatography System (American

Biosciences, Suecia) utilizando el siguiente procedimiento:

Después de encender el equipo se procedidé a pasar agua 30 ml de
destilada estéril por los fubos. Posteriormente se pasd EDTA 0.2 M/1 volumen
por columna. Lo siguiente fue pasar 30 ml de agua destilada estéril. Acto
seguido se pasd una solucion de NaOH 0.5 M/1 volumen por columna. Se
repitid el pasar agua destilada estéril (30 ml). Después se hizo pasar NaCl 0.5
M/ 2 voliUmenes por columna. Se pasén una solucion de NaOH 0.5 M/1
volumen por columna. Lo siguiente fue pasar cloruro de niquel (NiSo4) 0.2 M/
1 volumen por columna. Como siguiente paso se procedio a pasar 30 ml de
agua destilada estéril. Posterior a eso, se hizo pasar una solucion de NaCl 0.5
M/2 volimenes por columna. Se pasaron 5 volimenes por columna de
buffer de equilibrio (Tris-HCI 50 mM pH 8) y se comenzd a pasar lentamente
la muestra de la p25. Finalmente se pasd buffer de elucion (Imidazol 30 mM,
buffer de fosfatos 50 mM, NaCl 0.5 mM) /Tvolumen por columna. Esto hasta

colectar todas las muestras de la P25.

Para corroborar que la proteina fue purificada correctamente, se realizd un
Western blot con diferentes muestras colectadas durante el proceso de

elucion.

5.2.10 Didlisis de la proteina p25

La didlisis se hizo utilizando membranas de celulosa regenerada Spectra-
Por® MWCO 6000 to 8000 (Spectrum™, USA). La proteina quedd suspendida
en la membrana de didlisis, todo esto en agitacion continua a 4° C, pasando

500 ml de agua destilada por cada mililitro de muestra.
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5.2.11 Liofilizacion de la p25

Con ayuda de la liofilizadora Cryodos (Telstar®, Espana) se procedid a

liofilizar la proteina durante 24 horas a 0.013mBar y -88. 0° C en promedio.

5.2.12 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Después de liofilizar la muestra, se procedié a realizar la cuantificacion de
proteinas por el método de Bradford de la siguiente manera: En una cubeta
se colocaron 150 ul del reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich®, EUA) y 150 ul
de la muestra. El estdndar, utilizado fue albumina bovina a una
concenfracion de 2 mg/ml en diferentes diluciones (cuadro 8). Por Ultimo, se
dejé incubar 5 minutos a temperatura ambiente y se leyd en el

espectrofotémetro a 595 nm de longitud.
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Cuadro 8. Diferentes diluciones realizadas a partir de una solucion estandar
de albumina bovina en una concentracion de 2 mg/ml

Tubo Estandar (ul) Agua () Concentracién
(ng/mi)

1 40 760 100

2 20 780 50

3 10 790 25

4 10 990 20

5 6 794 15

6 500 ul del tubo 3 500 10

7 500 pl del tubo 5 500 5

Blanco - 500 0

Mvuestra 500 ul totales - Desconocida

p25

(dilucion

1:2)

Posteriormente, los resultados se introdujeron en el programa Excel y
graficados. Con ayuda de la ecuacion de la recta (y=mx+b) se calculd la

concentracion de proteina en la muestra.

5.3 Secuenciacion

Se enviaron dos muestras al Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMEGEN) para realizar la secuenciacion.

Para confirmar si la secuencia correspondia a aquella que codifica para la
proteina de cdpside se realizd un BLASTn (NCBI) y posteriormente se
realizaron alineamientos y una matriz de distancia con el programa BioEdit,

utilizando la secuencia consenso y otras obtenidas del GenBank.
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5.4 Estandarizacion del ELISA-p25

Para realizar la estandarizacion del ELISA-p25 se probaron diferentes
combinaciones de antigeno, dilucién del plasma, dilucion del conjugado y

tiempo de lectura (figura 3).

1: 1250
o <
30 mlnutos

1: 5000

11250
30m|nutos

1 5000

1: 1250
o <
30 mlnutos

1 5000

Figura 3. Se muestran las diferentes combinaciones para la evaluacién de la cantidad adecuada del
antigeno (rosa), plasma(verde) y conjugado (azul). y tiempo de lectura (naranja), para la
estandarizaciéon del ELISA-p25.

La proteina p25 liofilizada se resuspendid en 500 pl de buffer de carbonato
bicarbonato pH 9.6 (Sigma Aldrich®, EUA). Las operaciones para calcular la

concentracion adecuada de proteina fueron las siguientes:

30000 ng — 500 ul
ang —x

Esto se realiz6 para las diferentes cantidades de anfigeno utilizadas, donde
“a" corresponde a 100, 200, 300 y 400 ng.
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Los ELISAs fueron realizados en placas de 96 pozos (Nunc MicroWell Thermo
Scientific™) colocando en cada pozo el antigeno diluido en 50 ul de buffer
de carbonato/bicarbonato pH 9.6 (Sigma Aldrich®, EUA). Se dejdé incubar 18

horas a 4° C.

Posteriormente se realizaron 3 lavados con 300 ul de solucion de lavado (PBS-
Tween® 20 al 0.05%, pH 7.4, Sigma Aldrich®). A contfinuacion, se procedid a
realizar el bloqueo con 150 yl de caseina al 2.5% (Sigma®, EUA) en cada
pozo y se dejo incubar 1 hora a 37° C. Al finalizar este tiempo nuevamente

se realizaron 3 lavados con 300 ul de solucion de lavado.

A continuacion, se anadieron 100 ul del plasma diluido empleando solucidon
de dilucion (PBS pH 7.4 + caseina al 1.25%) y se dejo incubar durante 1 hora
a 37° C. Al finalizar el periodo se realizaron 3 lavados con 300 ul de soluciéon

de lavado.

Se utilizd proteina G peroxidada (Pierce, Thermo Scientific™) la cual fue
diluida utilizando solucion de dilucion (PBS pH 7.4 + caseina al 1.25%)
agregando 100 yl en cada pozo. Se dejo incubar 1 hora a 37° C y como

paso siguiente se realizaron 3 lavados con solucidn de lavado.

Finalmente se agregaron 100 pyl de ABTS (Merck®©, Alemania) y se dejo
incubar en total oscuridad realizando la lectura con el lector de
absorbancia 800 TS (Biotek Instruments®, EUA) a 405 nm de longitud.

5.4.1 Determinacion del valor de corte
Para la determinacion del valor de corte se evaluaron 100 plasmas negativos
y posteriormente utilizando la férmula X+3o donde X corresponde a la media

y 0 a la desviacion estandar, se obtuvo un primer valor. Sin embargo, para

asegurar una mayor precision al momento de establecer el valor de corte,
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se procedid a utilizar la siguiente formula para tener un intervalo de

confianza del 90%:

VC = 1.1 = Positivos

VC % 0.9 = Negativos

5.5 Evaluacion de muestras de plasmas caprinos

Después de obtener las condiciones adecuadas para el ELISA-p25, se

evaluaron las 396 muestras de plasmas caprinos previamente mencionadas.

5.5.1 Sensibilidad, especificidad y valor de concordancia

Con ayuda del programa WinEpiscope (hitp://winepi.net/sp/index.htm) se

calculd la sensibilidad, especificidad y el valor de concordancia del ELISA-

P25 con el estdndar de oro previamente descrito.

5.6 Diseno de péptidos sintéticos

El diseno de los péptidos sintéticos se realizd considerando las secuencias
nucleotidicas completas de lentivirus caprinos genotipo B aisladas en
diferentes regiones del mundo. Posteriormente, se identificaron los productos
proteicos del gen env los cuales fueron alineados con ClustalW utilizando el
programa BioEdit para identificar zonas conservadas. Después, a las
secuencias aminoacidicas obtenidas se les determinaron las regiones
anfigénicas con base en los algoritmos propuestos por Kolaskar vy
Tongaonkar (1990) los cuales identifican epitopos inmunodominantes para
linfocitos B tomando en cuenta la hidrofilicidad, flexibilidad y accesibilidad
de las secuencias (programa  Predicting Anfigenic  Peptides,

http://tools.immuneepitope.org/bcell/). Finalmente, los péptidos fueron

sintetizados por la empresa Peptide Inc. (Chantilly, USA).
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5.7 Estandarizacion del ELISA-SU

Mediante evaluaciones previas realizadas en el laboratorio de Virologia de
la Unidad de Investigacion en Inmunologia del Centro Médico Nacional
Siglo XXI por la M. en C. Maria Martha Garcia Flores, se determind que el
péptido SUT no mostré reactividad en el ELISA indirecto (datos no
mostrados), por lo que se decidié trabajar Unicamente con el péptido SU2.
Para realizar la estandarizacion del ELISA-SU se probaron diferentes
combinaciones de antigeno, dilucién del plasma, dilucion del conjugado y

tiempo de lectura (figura 4).

1: 1250
N <
30 mmutos

1 5000

11250
30 mlnutos

1 5000

1 1250

20 mmutos

1: 5000

Figura 4. Se muestran las diferentes combinaciones para la evaluacién de la cantidad adecuada del
antigeno (rosa), plasma(verde) y conjugado (azul). y tiempo de lectura (naranja), para la
estandarizacion del ELISA-SU.
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Las operaciones para calcular la concentracion adecuada del péptido

fueron los siguientes:

20000ng — 1 ul
ang —x

1] "

Esto se realizd para las diferentes cantidades de anfigeno donde “a

corresponde a 300, 600 y 1200 ng.

Los ELISAs fueron realizados en placas de 96 pozos (Thermo Scientific™ Nunc
MicroWell) colocando en cada pozo el antigeno diluido en 50 ul de buffer
de carbonato/bicarbonato pH 9.6 (Sigma®, EUA). Se dejo incubar toda la

noche a 37° C hasta la evaporacion del liquido en el pozo.

Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con 300ul de solucion de lavado (PBS
pH 7.4 + Triton al 0.05%). A confinuacion, se procedio a realizar el bloqueo
con 150 ul de caseina al 2.5% (Sigma Aldrich®, EUA) en cada pozo y se dejbé
incubar 1 hora a 37° C. Al finalizar este tiempo nuevamente se realizaron 3

lavados con 300 ul de soluciéon de lavado.

A continuacion, se anadieron 100 ul del plasma diluido utilizando solucion
de dilucién (PBS pH 7.4 + caseina al 1.25%) y se dejo incubar durante 1 hora
a 37° C. Al finalizar el periodo se realizaron 3 lavados con 300 ul de solucion

de lavado.

Posteriormente se utilizd proteina G peroxidada (Pierce, Thermo Scientific™)
la cual fue diluida empleando la solucion de dilucion (PBS pH 7.4 + caseina
al 1.25%) agregando 100 ul en cada pozo. Se dejé incubar 1 hora a 37° Cy

como paso siguiente se realizaron 3 lavados con solucion de lavado.

Finalmente se agregaron 100 ul de ABTS (Merck®, Alemania) y se dejo
incubar en total oscuridad durante 20 minutos realizando la lectura con el
lector de placas, adicionalmente se dejoé incubar 10 minutos mas en fotal

oscuridad y al término del periodo se realizd nuevamente una lectura.
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5.7.1 Determinacion del valor de corte

Para la determinacion del valor de corte se evaluaron 100 plasmas
negativos, y posteriormente se utilizé la formula X+30, donde X corresponde

ala media y o ala desviacion estandar.

5.7.2 Evaluacion de plasmas caprinos

Después de obtener las condiciones adecuadas para el ELISA-SU2, se

evaluaron las 396 muestras de plasmas caprinos previamente mencionadas.

5.7.3 Sensibilidad, especificidad y valor de concordancia

Con ayuda del programa WinEpiscope (http://winepi.net/sp/index.htm) se

calculd la sensibilidad, especificidad y el valor de concordancia del ELISA-

SU utilizando como referencia el estdndar de oro previamente descrito.
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6.Resultados

6.1 Construccion de la proteina de cdpside (P25)

6.1.2 Diseno y sintesis de iniciadores

Los iniciadores obtenidos con el programa Lasergene se muestran en el
cuadro 9. El producto esperado fue de 683 pares de bases.

Cuadro 9. Caracteristicas de los iniciadores obtenidos para amplificar la

region genética de la capside de SRLV genotipo Bl disehados con el
programa Lasergene

Fw-p25 Rv-p25

5'- CCA ATA GTA GTG CAA GCA GCA 5'- GCC TAC TATTGC ATT CTG AAT CCT

GGA G -3' TCT G -3'

Longitud: 25 bases Longitud: 28 bases
Porcentaje de GC: 52% Porcentaje de GC: 42.9%
Tm: 59.5°C Tm: 57.4°C

El iniciador Rv fue adicionado con dos terminadores para asegurar que la
transcripcion se detuviera.

6.1.3 Obtencion de ADNc

Alrealizar la electroforesis para comprobar la integridad del ADNc obtenido,
este amplificd correctamente el producto esperado, porlo que se considerd

apto para utilizarlo en los pasos subsecuentes (datos no mostrados).

6.1.4 Amplificacién por PCR

Cuando se realizd la electroforesis para determinar la temperatura optima

de alineacién, se observd que solo utilizando las temperaturas de 61° y 64°
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C se percibian bandas de amplificacion (fig. 5), por lo que se establecieron

las condiciones para llevar a cabo las siguientes PCRs (cuadro 10).

Cuadro 10. Condiciones de amplificacion para la PCR de cdpside de SRLV
genotipo Bl

Etapa Condiciones Ciclos
Desnaturalizacion iniciall 95° C 2 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 95° C,30seg 35 ciclos
Alineamiento 61.0° C ,90 seg 35 ciclos
Extension 72°C 35 ciclos
Extension final 72° C, 10 min lIciclo

Figura 5. Primera amplificacién realizada con los iniciadores Fw-p25 y Rv-p25, con diferentes
gradientes de temperatura (M: marcador de pares de bases; carril 1: 45° C; carril 2: 46° C;
carril 3: 50° C; carril 4: 56° C; carril 5: 61° C; carril 6: 64° C).
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En la figura 6 se presenta el gel de agarosa al 0.7% donde se observa la
amplificacion correspondiente a 683 pares de bases, por lo que se

comprobd que el producto fue amplificado correctamente.

M P25

1000 pb--

--683 pb

700 pb--
500 pb--

300 pb--

100 pb--

Figura 6 Gel de agarosa en el que se cargaron 50 ul de la mix
para aumentar el volumen de reaccién. M: marcador de pares
de bases; p25: muestra.
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6.1.5. Clonacion de p25 en el vector pJet 1.2 blunt

Al momento de seleccionar diferentes colonias, realizar la posterior
extraccion del pldsmido y PCR, se observd que solamente 4 de las cinco
colonias contenian correctamente el inserto (figura 7), por lo que se

continud trabajando con ellas.

M (-) ] 2 3 4 5

1000 pb--

500 pb--

100 pb-

Figura 7. Gel de agarosa donde se observan los resultados de la PCR en diferentes
pldsmidos extraidos mediante kit comercial. Aquellos que tienen el inserto son las
muestras 1, 2, 4 y 5. M: marcador de pares de bases; (-): control negativo; 1-5: muestras.
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6.1.6 Subclonacion de p25 en el vector Champion pET SUMO

En la figura 8, se observa un gel de agarosa donde se muestra que solo cinco
de las seis colonias seleccionadas aleatoriamente tuvieron el inserto

correctamente.

M () 1 2 3 4 5 &

1000pb—

500 pb--

100 pb--

Figura 8. Gel de agarosa donde se advierte cudles son las clonas que incorporaron el
inserto. M: marcador de pares de bases; (-): control negativo; 1-6: muestras.

6.1.7 Orientacion del inserto de p25

En la figura 9 se observan los diferentes productos de amplificacion
separados en un gel de agarosa y obtenidos para corroborar la correcta
orientacion del inserto en el vector de expresion, se puede ver que las
colonias 1, 2, 3y 4 son las Unicas que tiene una correcta orientacion, por lo

que fueron las colonias seleccionadas para crecer en medio LB.
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Figura 9. Gel de agarosa donde se observa que las muestras 1, 2, 3 y 4 contienen
de manera correcta la orientacién del inserto. M: marcador de pares de bases; (-):
control negativo; 1-6: muestras.

6.1.8 Determinacion de la formacion de cuerpos de inclusion

En la figura 10 se observa un gel de poliacrilamida en dénde después de
readlizar la induccién con IPTG vy su posterior incubacion, las células E. coli

expresaron correctamente la proteina p25.

M 1 2

120 kDO~  ——

———— ey
_-— . » !
L e B

- - - .

U
- = ==

35kDa--

20 kDo -

Figura 10. Gel SDS-PAGE donde se observa la correcta expresion
de la proteina de cdpside en E. coli BL21. M: marcador de peso
molecular; 1: control negativo de expresion (E. coli BL21 sin
fransformar); 2: control positivo BL21 CAT; 3: muestra proteina p25.
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Para corroborar los resultados anteriores se realizd un Western bloft (figura 11)
y se observd la inmunoreaccion en una banda de peso molecular

correspondiente a la proteina de cdpside, de 37.5 kDa.

120 kDa--

-37.5 kDa

35 kDa--

20 kDa--

Figura 11. -Western blot donde se observa el reconocimiento de
la proteina de cdpside de SRLV en E. coli BL21. M: marcador de
peso molecular; 1: control negativo de expresion (E. coli BL21 sin
expresar); 2: control positivo BL21 CAT; 3: muestra proteina p25).

Posterior al rompimiento con el homogeneizador Gaulin, se corrié un gel de
poliacrilamida para determinar en qué fraccion (soluble o insoluble) se
encontraba la proteina. En la figura 12, podemos observar que la p25 se
encontraba en ambas fracciones, sin embargo, como se observd una
mayor solubilidad y cantidad de manera cualitativa en la fase soluble, se

procedid a realizar la purificacion con esa fraccion.
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-37.5kDa

Figura 12. Gel de poliacrilamida y Western blot donde se observan las diferentes fases
(soluble e insoluble) de donde se colecto la proteina. M: marcador de peso molecular;
carril 1: control positivo; carril 2: lisado; carril 3: fraccion soluble; carril 4: fraccion insoluble.
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6.1.9 Purificacion por IMAC a partir de la fase soluble condiciones nativas

En las figuras 13 se observa que el proceso de purificacion de la proteina se
realizd correctamente y se nota la banda correspondiente al peso

molecular de la proteina y una pequena cantidad de contaminantes.

37.5kDa

----37.5 kDa

Figura 13. Gel de poliacrilamida y Western blot donde se observa a la proteina después del
proceso de purificacion. Carril 1: muestra antes de purificar; carril 2 y 3: no pegado; carril 4:
lavado; carril 5-7: eluciones.
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6.1.10 Didlisis de la p25

En la figura 14, se puede observar en el gel que los contaminantes que se
encontfraban después de realizar la purificacion fueron eliminados mediante

el proceso de didlisis.

M 1 2 3 4 5

120 kDa

-37.5 kDa

35 kDa-

20 kDa

Figura 14. Gel de poliacrilamida donde se observa la p25 después de
su liofilizacion. M: marcador de peso molecular; carril 1-5: proteina
p25. Cabe mencionar que la muestra 1 a 5 pertenecen al mismo
tubo.
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é.1.11 Liofilizacion de la P25

En la figura 15 se observa la P25 ya liofilizada en un gel de poliacriiamida.

M | 2 3 B 5 6

120 kDa

37.5kDa

35 kDa--

20 kDa-

Figura 15. Se observa la proteina p25 después de realizar la liofilizacion. Carril 1-3:
antes de liofilizar; carril 4-6: después de liofilizar. Es importante mencionar que,
debido que a la muestra obtenida antes de liofilizar (carriles 1 a 3) se mantuvo
en congelacién a -20°C durante aproximadamente 3 meses, se observd una
degradacién de esta, lo que se refleja en la linea tan tenue que se percibe.

6.1.12 Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford

En la cuadro 10 se observan los resultados de las densidades dpticas
obtenidas por espectrofotometria cdmo resultado del método de Bradford.

Posteriormente en la figura 16, se puede visualizar la gréfica y consiguiente
ecuacion de la recta de los datos obtenidos.
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Cuadro 11. Densidades Opticas obtenidas por espectrofotometria

Concentracién Lectura 1 Lectura 2 Promedio Desviacién
(ug/ml) estandar
Blanco 0.000 0.001 0.000 0.000

5 0.107 0.084 0.0955 0.016

10 0.151 0.103 0.127 0.033

15 0.162 0.184 0.173 0.015

20 0.227 0.218 0.222 0.006

25 0.234 0.282 0.258 0.033

50 0.311 0.451 0.381 0.098
100 0.956 1.075 1.015 0.0841
Muestra p25 0.306 0.299 0.302 0.004

Lectura Bradford

1.2

1 y =0.0095x + 0.0208 ®

0.8

0.6

Densidad éptica

04 | e .

o
0.2 ¥ o

0 20 40 60 80 100 120

Concentracion

Figura 16. Se observan las diferentes densidades épticas obtenidas por espectrofotometria y su
correspondiente ecuacién y valor de R.
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Realizando la sustitucion de la formula, se obtuvo lo siguiente:

y = 0.095x + 0.0208

R? = 0.9734
~0.302 00208
* = 7770.0095

x = 29.65 pg/ml

Dado que la muestra estaba diluida 1:2, la concentracion final de la p25 fue

de 60 ug/ml.

6.2 Secuenciacion

Al momento de readlizar el alineamiento de la secuencia obtenida por
secuenciacion con la FESC-752 (No. De acceso GenBank HM210570.1), la
cual corresponde a un genotipo B1, se encontré un 99.99% de similitud
(Cuadro 12).

Cuadro 12. Comparacion entre la secuencia consenso (obtenida por
secuenciacion) y la FESC-752

FESC 752 Secuencia consenso
FESC 752 0.000 0.0060
Secuencia consenso 0.0060 0.000
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6.3 Estandarizacion del ELISA-p25

Después de realizar las diferentes combinaciones para la estandarizacion,
se observo que la diferencia mds grande entre las muestras negativas y las
muestras positivas fue con 300 ng, dilucion del plasma 1:10, dilucion del
conjugado 1:1250 y tiempo de lectura a 450 nm de 30 minutos (fig. 17)
(cuadro13).

Grdfica de estandarizacion del ELISA-P25 con una dilucion del plasma 1:10 y
del conjugado 1:1250
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Figura 17. Grafica dénde se observan las diferentes diluciones de diferentes pools de plasma
utilizando una dilucién del conjugado 1:1250. El nUmero 1 corresponde a un pool de plasmas
negativos al estdndar de oro leido a los 20 minutos; el 2 es el mismo pool leido a los 30 minutos;
los nimeros 3y 4 corresponden a un pool de medios positivos leidos a los 20 y 30 minutos
respectivamente; finalmente los nimeros 5y 6 corresponden a un pool de altos positivos leidos a
los 20 y 30 minutos respectivamente.
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Cuadro 13. Concentraciones, diluciones y tiempo de lectura 6ptimos
establecidos para el ELISA-p25 de SRLV

Reactivo Condicion final

Concentracion de antigeno por pozo 300 ng

Dilucion del plasma 1:10
Dilucion del conjugado 1:1250
Tiempo de lectura de la placa 30 minutos

6.3.1 Valor de corte

A partir de la densidad optica obtenida en el ELISA-p25 de 100 plasmas

negativos en ambas pruebas comerciales se determiné la linea de corte.

x=0.019277778
0= 0.034587822
x+30=0.121277778

Sin embargo, al realizar el cdlculo del valor de corte con intervalo de
confianza del 90%, se obtuvieron los siguientes resultados:

1.1*0.121=0.133
0.9*0.121=0.108
El valor final se indica en el cuadro14.

Cuadro 14. Valor de corte establecido para el ELISA-p25

Indeterminados 0.109-0.132
Negativos <0.108
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6.3.2 Evaluacion de plasmas caprinos

Al evaluarlas 396 muestras de plasmas caprinos previamente caracterizadas
como seropositivas o seronegativas con los kits comerciales, se obtuvieron
los resultados mostrados en el cuadro 15:

Cuadro 15. Tabla de contingencia 2x2 donde se comparan los resultados
del estdndar de oro (VMRD y Eradikit concordantes) con el ELISA-p25

Estandar de oro (+) Estandar de oro (-)

ELISA (+) 157 24
ELISA (-) 14 200
Indeterminados 1

Por lo que al introducir los datos en el programa WinEpiscope, arrojo los
valores de sensibilidad, especificidad y coeficiente de concordancia
mostrados en el cuadro 16.

Cuadro 16. Valores de sensibilidad, especificidad y coeficiente de
concordancia del ELISA-p25 determinados con el programa WinEpiscope,
compardndolo con el estdndar de oro.

Sensibilidad Especificidad Coeficiente de

concordancia
91.8% 89.3% 0.805

6.4 Diseno de péptidos sintéticos

Con base en programas bioinformdaticos se obtuvieron y sintetizaron dos
péptidos llamados FESC SU1 y FESC SU2 (cuadro 17). Sin embargo, en
ensayos realizados en el laboratorio de virologia de UMAE Centro Médico
Siglo XXI, se observé que el péptido FESC SUT no presentaba reactividad por
lo que Unicamente se confinud con el péptido FESC SU2 (datos no

mostrados).
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La similitud de la secuencia del péptido FESC SU2 fue del 100 % con la
secuencia de la proteina de envoltura del virus de México, FESC-752 vy se
identificaron rangos de similitud de un 72% a 89%, lo que implica desde 2
aminodcidos hasta 4 diferentes, con secuencias de lentivirus caprinos de
otros paises.

Cuadro 17. Péptidos obtenidos mediante el programa Predicted Antigenic
Peptides

Nombre Secuencia de aminoacidos
FESC SU1 MHQQILLQKYQVIRVR
FESC SU2 VIEMPKNYEQININRKKR

6.5 Estandarizacion del ELISA-SU2

Después de evaluar las diferentes combinaciones descritas previamente en
la metodologia, se observd que las condiciones optimas para el ELISA-SU2,
fueron aquellas donde se ufilizaban 300 ng de antigeno, dilucion del plasma
1:10, una diluciéon del conjugado 1:2500 y fiempo de lectura de 30 minutos

(figura 18).
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Grdfica de estandarizacion del ELISA-SU con una dilucién del plasma
1:10 y del conjugado 1:2500
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Figura 18. Grdfica dénde se observan las diferentes diluciones de los pools de plasma,
utilizando una dilucién del conjugado 1:2500 y una concentracién de antigeno de 300 ng,
600y 1200 ng. El nUmero 1y 2 corresponde a un pool de plasmas negativos al estdndar de
oro leidos a los 20 y 30 minutos, respectivamente; los nUmeros 3 y 4 corresponden a un
pool de plasmas de medios positivos leidos a los 20 y 30 minutos respectivamente;
finalmente los nUmeros 5y é son un pool de plasmas altos positivos leidos a los 20 y 30
minutos respectivamente.

Con base en estos resultados se decidid que las condiciones 6ptimas para
el ELISA-SU serian las siguientes:

Cuadro 18. Concentraciones, diluciones y tiempo de lectura dptimos
establecidos para el ELISA-p25 de SRLV

Reactivo Condicion final

Concentracion de antigeno por pozo 300 ng

Dilucién del plasma 1:10
Dilucién del conjugado 1:2500
Tiempo de lectura de la placa 30 minutos
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6.5.1 Valor de corte

A partir de la densidad 6ptica obtenida en el ELISA-SU2 de 100 plasmas
negativos en ambas pruebas comerciales se determind la linea de corte.

x=-0.004332
o= 0.03924
x+30=0.113

Sin embargo, al redlizar el cdlculo del valor de corte con intervalo de
confianza del 90%, se obtuvieron los siguientes resultados:

1.1*0.121=0.124
0.9*0.121=0.101
El valor de corte final se muestra en el cuadro 19.

Cuadro 19.. Valor de corte para el ELISA-SU

Interpretacion Valor de DON

Positivos >0.124
Indeterminados 0.102-0.123
Negativos <0.101

6.5.2 Evaluacion de plasmas caprinos

Al evaluar los 396 plasmas caprinos y compararlos con las pruebas
comerciales (gold estandar) se obtuvieron los resultados mostrados en el
cuadro 20.

Cuadro 20. Tabla de contingencia 2x2 donde comparamos el estdndar de
oro con el ELISA-SU

Estandar de oro (+) Estandar de oro (-)

ELISA (+) 125 3
ELISA (-) 42 223
Indeterminados 3
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Por lo que al introducir los datos en el programa WinEpiscope, arrojo los
siguientes resultados mostrados en el cuadro 21.

Cuadro 21. Valores de sensibilidad, especificidad y coeficiente de
concordancia del ELISA-p25 determinados con el programa WinEpiscope,
compardndolo con el estdndar de oro.

Sensibilidad Especificidad Coeficiente de

concordancia
74.9% 98.7% 0.758
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6.7 Muestras intra-ELISA discordantes

Al comparar los resultados discordantes entre los ELISAs estandarizados vy el
estdndar de oro (anexo 3), se observaron los siguientes resultados:

Cuadro 22. Muestras discordantes entre las ELISAs estandarizadas vy el
estandar de oro. En rojo se marca el resultado discordante tomando como
base el esténdar de oro.

Grupos Estandar de oro ELISA-p25 ELISA-SU2
+ + -
NUmero de 33
muestras
+ - +
NUmero de 10
muestras
+ = -
NUmero de é
muestras
- - +
NUmero de 3
muestras
- + -
NUmero de 25
muestras
- + +
NUmero de 1
muestras

Con base en los resultados mostrados en la tabla anterior, se puede teorizar
que el uso de ELISAs que combinen ambos antigenos podrian permitir la
deteccidn de una mayor cantidad de animales seropositivos, por ejemplo:
en el caso de los animales positivos en el estdndar de oro, del grupo 1y 2, si

se juntaran ambos antigenos (CA y SU) se tendrian 43 animales positivos
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adicionales. Por otro lado, también al utilizar ambos antigenos combinados
se podrian incluir 25 seropositivos del grupo 5, considerados como falsos
positivos. Lo recomendable seria realizar pruebas confirmatorias como
Western Blot o alternativas como PCR para determinar el estado de

infeccidn verdadero.

No obstante, es necesario considerar si los resultados obtenidos en el
estandar de oro realmente corresponden al estado serolégico real de los
animales, ya que, como se menciond anteriormente, al no tener establecida
un estdndar de oro verdadero y avalados por la OIE, existe una brecha

peqguena en la que éstas pruebas podrian presentar un error.
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7. Discusion

La infeccidon causada por lentivirus de pequenos rumiantes se ha
establecido en los rebanos nacionales como se ha demostrado tanto en
caprinos como en ovinos (Mendiola, 2019; Acevedo, 2018); sin embargo,
son escasos los estudios que demuestran las pérdidas econdmicas
ocasionadas a los productores debido a la infeccidn. Adicionalmente,
evaluarlo se complica mads si se considera que la mayoria de las cabras
permanecen asintomdaticas y éstas pueden ser portadoras diseminando la
infeccidon dentro del rebano, porlo cual, se ha vuelto imperiosa la necesidad
de desarrollar constantemente estrategias que permitan la detecciéon de
animales infectados y con ello, establecer las medidas pertinentes de

prevencion y control.

En este proyecto se desarrollaron dos ELISAs indirectos. EI primero,
identificado como ELISA-p25 y cuyo antigeno fue una proteina
recombinante derivada de la cdpside de un SRLV genotipo B1, previamente
identificado en México (Ramirez, 2011), el cual obtuvo una sensibilidad de
91.8%, una especificidad de 89.3 y un valor k de 0.80. Trabajos realizados
anteriormente demostraron que esta proteina es un antigeno eficiente para
la deteccion de la infeccidon en caprinos (Molinkova, 2001; Michiels, 2018) y
ovinos (Kwang, 1995; De Andrés, 2005) con rangos de sensibilidad del 88% all
100% y de especificidad de 98% al 98.2%, respectivamente, valores
concordantes con los resultados obtenidos en el presente estudio. Por ofra
parte, un valor de k de 0.80 indica un nivel de concordancia bastante alto
(Abraira, 2001) entre el ELISA-P25 y el estdndar de oro. La importancia de
utilizar proteinas provenientes de un genotipo en especifico que prevalece
en los animales de un drea de estudio en particular recae en que hay

variaciones en la respuesta inmune que se presenta en contra de ciertos
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genotipos/antigenos, por ejemplo, los epitopos inmunodominantes de los
antigenos de CA y MA son variables entre los genotipos B1 y B2 (Grego,
2002).

En la actuadlidad, los péptidos sintéticos son considerados como
herramientas importantes en la investigacion biomédica ya que permiten
mejorar los métodos de diagndstico y determinar epitopos inmunogénicos
para el desarrollo de vacunas (Niederhduser et al, 2008), por lo que en este
trabajo se disenaron dos péptidos lineales sintéticos, basados en secuencias
nucleotidicas de la proteina de superficie (SU) genotipo B1, el cual se
encuentra presente en el pais (Ramirez, 2011) los cuales se denominaron SU1
y SU2. En trabajos anteriores (Mordasini et al, 2009) se han utilizado péptidos
sintéticos de la proteina de superficie debido a su importancia como
inductor de la respuesta inmune humoral y especialmente por la répida
seroconversion inducida para este antigeno en animales infectados, lo
convierten en un candidato ideal para el diagndstico (Herrmann, 2003). Se
sabe que tanto ovinos como caprinos infectados desarrollan un alto fitulo
de anticuerpos hacia epitopos lineales de la proteina de envoltura
(Mordasini et al, 2009;), por lo que podemos afirmar que ésta es una de las
razones para elegir péptidos derivados de la proteina SU cdmo un buen
antigeno para un ELISA. No obstante, no se observo reactividad en pruebas
de ELISA con el primer péptido, lo cual es frecuente cuando se evalua un set
de péptidos y solo se reportan los mds reactivos (de Andrés., 2013) ya que
secuencias cortas fienen una menor probabilidad de contener varios
epitopos, debido a la longitud promedio de estos (6 a 12 aminodcidos)
(Lomonte, 1999), ademds de que el algoritmo de Kolaskar y Tongaonkar
(1990) tiene un 75% de precision, siendo este uno de los mejores para el
diseno de péptidos inmunodominantes in silico. Los valores obtenidos en el
ELISA indirecto utilizando el péptido SU2 (ELISA-SU) fueron de 74.9% y 98.7%
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en la sensibilidad y especificidad, respectivamente, y un valor k de 0.75, el
cual se considera como bueno. En trabajos anteriores se ha encontrado que
ELISAs competitivas que ufilizan el antigeno de superficie fienen una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 96.4% (Herrmann, 2003) y otras
ELISAs indirectas que utilizan péptidos sintéticos provenientes de la proteina
de SU han mostrado ser eficaces para el diagndstico (Sanjose, 2015). No
obstante, el antigeno de superficie mencionado estd disenado para
identificar 2 epitopos inmunodominantes con anticuerpos monoclonales, 1o
qgue amplifica la sensibilidad respecto a epitopos lineales como los

generados en el estudio.

Al realizar una busqueda de las secuencias de aminodcidos de los péptidos
disenados en el GenBank, se pudo identificar la especificidad de los tres
péptidos mas reactivos. Para el péptido nombrado FESC SU2 la similitud de
la secuencia fue del 100 % con el virus de México, FESC-752 y se identificaron
rangos de similitud de un 72% a 89% lo que implica desde 2 aminodcidos
hasta 4 diferentes con secuencias de lentivirus caprinos de Estados Unidos
(No. De acceso GenBank M60855.2), Espana (No. De acceso GenBank
EJ195346), Francia (No. De acceso GenBank CAB95713), China (No. De
acceso GenBank GU120138.1), Polonia (No. De acceso GenBank
ACM90131) y Suiza (No. De acceso GenBank AAG38023).

La razdn por la que se observan discordancias infraELISAs caseras, es decir,
entre los resultados del ELISA-p25 y del ELISA-SU es que en algunos estudios
se ha observado que los anticuerpos en contra de la proteina de cdpside se
presentan relativamente pronto después de la infeccidon, aunque estos
suelen declinar una vez que los signos clinicos aparecen; por otra parte, los
anficuerpos en confra de las proteinas de envoltura aparecen en la
infeccion tardia pero suelen persistir en la fase clinica. En este aspecto, lo

ideal seria contar con una historia clinica completa de cada animal
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muestreado para poder saber edad, cudnto tiempo llevaba en el rebano,
si presentaba signos clinicos o lesiones, etc, ya que, aunado a lo
previamente mencionado, se sabe que animales artriticos exhiben niveles
mas altos de IgG1 y una proporcion mas alta de IgG1/1gG2 que los animales
asinfomdaticos (Stonos, 2014); sin embargo, ya que no se contaban con
algunos de estos datos no podemos confirmar o descartar este postulado
(Brinkhof, 2007).

Dado que en ninguno de los ELISAs estandarizados se obtuvo una
sensibilidad y especificidad del 100%, se realizd un cuadro comparando los
resultfados entre cada una de las pruebas (tabla 20). Alli se pudo mostrar que
si combindramos ambos antigenos, el nUmero de animales falsos positivos y
falsos negativos se veria reducido. La inclusion de un antigeno tanto de
cdpside como de membrana en el ensayo permite lograr sensibilidades y
especificidades tan altas como los ELISAs que usan virus completos (Tu,
2017), por lo que una de las perspectivas a futuro podria ser el mezclar tanto
el antigeno de CA como el de SU para tener mejores resultados. Por ofra
parte, la caracterizacidon adicional de los epitopos inmunodominantes del
CA ha demostrado que estos son, al menos en parte, bastante variables; lo
que cuestiona el uso de inmunoensayos basados en una sola cepa con fines

de diagndstico (Grego, 2002).

Sin embargo, si se deseara utilizar cada ELISA por separado, es decir, con su
respectivo antigeno, se sugiere que debido a que en el ELISA p25 se obtuvo
una mayor sensibilidad que especificidad, ésta prueba puede emplearse en
rebanos con una alta prevalencia para poder detectar animales positivos y
separarlos de aquellos que no lo son; por otra parte, el ELISA SU seria md&s
adecuado en rebanos que estén en proceso de declararse libres de la
enfermedad o de baja prevalencia de la infeccién, ya que debido a su alta

especificidad podriamos evitar animales falsos positivos.
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En los primeros trabajos desarrollados donde se estandarizaban ELISAs con
diferentes antigenos, la prueba de oro y la comparacion de resultados
experimentales se realizaba con el AGID (Kwang, 1995) y dado que ésta es
una prueba poco sensible, los resultados de los ELISAs también se veian
afectados al mostrar altas sensibilidades. Por ejemplo, en el ano de 1995,
Kwang y colaboradores desarrollaron un ELISA usando la p25 obtenida de
una cepa viral ovinag, la cual fue comparada con el AGID, ellos obtuvieron
una sensibilidad de 86% y una especificidad del 62% en este frabajo, se
buscd tener una prueba estdndar de oro altamente sensible y especifica
(resultados similares en dos pruebas comerciales de ELISA) por lo que esto
podria ser una razén por la que los valores obtenidos en los ELISAs no fueron

cercanos al 100%.
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8. Conclusiones

e Se expresd la proteina de cdpside (P25) utilizando el vector de
expresion Champion Pet SUMO en células E coli fransformadas.

e Se estandarizaron dos ELISAs indirectos utilizando como antigenos la
proteina de cdapside (ELISA-p25) y un péptido sintético de la proteina
de superficie (ELISA-SU).

e Con estos ELISAs estandarizados se evaluaron 396 plasmas caprinos
provenientes de diferentes Estados de la Republica que ya habian
sido categorizados como seronegativos o seropositivos mediante dos
kits comerciales, los cudles fueron utilizados como estdndar de oro.

e El ELISA-p25 obtuvo una sensibilidad, especificidad y coeficiente de
concordancia de 91.8%, 89.3% y 0.805, respectivamente.

e El ELISA-SU obtuvo una sensibilidad, especificidad y coeficiente de
concordancia de 74.9%, 98.7% y 0.758, respectivamente.

e Las pruebas de ELISA-p25 y SU son eficientes para la detecciéon de
caprinos infectados por SRLV genotipo B, o que posibilita utilizarla
como herramienta para la deteccion de la infeccion en los rebanos
caprinos del pais.

e La proteina recombinante de cdpside y el péptido sintético de
regiones conservadas de la proteina de superficie tienen un alto
potencial como antigenos en pruebas de ELISAs indirectos, por lo que
este puede ser un primer paso para establecer un método de
diagndstico altamente sensible y menos costoso para la deteccion de
anticuerpos en contra de los lentivirus de pequenos rumiantes en el

pais.
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ANEXOS



Anexo 1

Protocolo de purificacion de ADN Wizard SV® Gel and PCR Clean-Up System

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

?)

Después de la electroforesis, cortar la banda de ADN del gel y
coloque el pedazo en un fubo de microcentrifuga de 1.5 ml
Agregar 10 ul de solucién de unidn a membrana al tubo. Vortexear e
incubar a 50-65° C hasta que el gel se disuelva.

Agregar el mismo volumen de la solucion de unidn a membrana a la
reaccion de PCR.

Conectar el adaptador al puerto del colector e insertar la
Minicolumna SV en el adaptador.

Transferir la mezcla del gel disuelto a la Minicolumna e incubar a
temperatura ambiente durante 1 minuto.

Aplicar vacio para jalar el liquido a fravés de la Minocolumna. Liberar
el vacio cuando todo el liguido haya pasado a través de la
Minicolumna.

Agregar 700 pl de la solucion de lavado de membrana (adicionada
con etanol). Aplicar vacio para jalar la solucion a través de la
Minicolumna.

Transferir la Minicolumna al Tubo Colector. Centrifugar a 16,000 g por
5 minutos.

Vaciar el Tubo Colector y centrifugar la columna por 1T minuto con el

tapa de la microcentrifuga abierta para permitir la evaporacion.

10) Transferir cuidadosamente Ia Minicolumna a un microtubo de 1.5 ml.

11) Agregar 50 ul de agua libre de nucleasas a la Minicolumna. Incubar

a temperatura ambiente por 1 minuto. Posteriormente centrifugar a

16,000 g por T minuto.

12) Desechar la Minicolumna y almacenar el ADN a 4° C hasta su uso.
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Anexo 2

Protocolo de exfraccion del kit comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA

Purification Systems (Promega, EUA)
1) Se transfirieron 3 ml del cultivo bacteriano al tubo de centrifuga.
2) Se centrifugd a 11,000 g por 1 minuto.

3) Se agregaron 200 ul del Buffer FAPD1 al pellet celular y se

resuspendieron las células completamente por pipeteo.

4) Se adicionaron 200 ul del Buffer FAPD2 y suavemente se invirtid el tubo
de 5 a 10 veces. Se incubd la muestra a temperatura ambiente durante 2 a

5 minutos para lisar las células.

5) Se agregaron 300 ul del Buffer FAPD3 y se invirtid el tubo 5 a 10 veces

inmediatamente para neutralizar el lisado.

6) Se cenftrifugd a 18,000g por 5 minutos para clarificar el lisado. Durante

la centrifugacion, se colocd una columna FAPD en un fUbulo colector.

7) Cuidadosamente se transfirid a la columna FAPD y se centrifugd a
11,000 g por 30 segundos. Se desecho el sobrenadante y se coloco la

columna de nuevo en el tubulo colector

8) Se agregaron 400 ul del Buffer W1 a la columna FAPD1 y centrifugd a
11,000 g por 30 segundos. Se desechd el sobrenadante y se colocd la

columna de nuevo en el tubulo colector.

9) Se agregd Tris-HCL y centrifugar a 7000 g por 20 minutos.
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Anexo 3

Protocolo de Western blot

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

?)

Activar la membrana (Membrana Immobilon-P, PVDF; 0,45 um,
Merck®, Alemania) con metanol por 30 segundos

Después colocarla en un contenedor con agua destilada y agitar
suavemente por 5 minutos.

Pasar la membrana a buffer de transferencia por 10 minutos en
agitacion.

Sacar el gel de poliacrilomida y colocarlo en buffer de transferencia
por 10 minutos en agitacion

Humedecer los filtros con buffer de transferencia hasta que queden
totalmente humedos

Al término de la agitacion, colocar los filtros, la membrana y el gel en
el Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad, USA). Encender el
equipo, y dejarlo correr a 24Vpor 5 minutos.

Al término de la fransferencia se separan los filtros, se desecha el gel y
la membrana se coloca en agua destilada por 5 minutos.
Posteriormente, se coloca la membrana en un contenedor con PBS-
Tween y se deja en agitaciéon suave por 15 minutos.

Bloguear la membrana en solucién de bloqueo (Leche en polvo al 5%

diluida en PBS-Tween) durante toda la noche.

10) Al dia siguiente decantar la solucién de bloqueo y agregar el primer

anficuerpo (Anti-His). Dejar incubando a temperatura ambiente toda

la noche.

11)Realizar 3 lavados con PBS-Tween al 0.1% de diez minutos cada uno.

12)12) Agregar el segundo anticuerpo (Anti-raton en una dilucion 1:5000

en solucidon de bloqueo). Incubar a temperatura ambiente durante

dos horas.
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13)Realizar 3 lavados con PBS-Tween al 0.1% de diez minutos cada uno.

14) Agitar la membrana con solucion de revelado (0.025 mg de 3,3-
Diaminobenzidine tetrahydrochloride,Merck®, Alemania, 25 ml de PBS
y 50 ul de agua oxigenada) hasta que las bandas sean visibles.

15)Cuando el color ha alcanzado la intensidad deseada, detener la

reaccion mediante la inmersion de la membrana en agua destilada.
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Anexo 4

Resultados individuales obtenidos con las pruebas comerciales, el ELISA-p25
y el ELISA-SU2 (+: positivo, -: negativo, I: indeterminado)
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